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1. Uvod



Najvazniji cilj konzervacijske genetike je utvrditi povezanost izmedu genske
raznolikosti 1 sposobnosti prezivljavanja populacija (FRANKHAM i sur., 2002.). Da bi to
postigli istrazuju se uzroci i utjecaj genske raznolikosti, Sto bi u idealnim uvjetima
ukljucivalo podatke o svim aspektima genske raznolikosti, ukljucujuéi kvantitativnu
raznolikost obiljezja koji su pod utjecajem evolucijskog pritiska, molekularnu raznolikost
klju¢énih funkcionalnih lokusa, te raznolikost kodiraju¢ih 1 nekodirajuc¢ih lokusa diljem
genoma (REED i FRANKHAM, 2003.). No zbog ograni¢enih moguénosti istrazivanja,
najnovija istrazivanja genske raznolikosti se prvenstveno temelje na mitohondrijskoj
DNA i mikrosatelitima, markerima koji su koriSteni i u ovom istrazivanju genske
raznolikosti euroazijskog risa iz Hrvatske.

Euroazijski ris (Lynx lynx) jedan je od najugroZenijih sisavaca Hrvatske, zasti¢en
temeljem Zakona o zastiti prirode (NN 70/05) i Pravilnikom o proglasavanju divljih svojti
zaSti¢enim 1 strogo zaSticenim (NN 7/06), te mnogim medunarodnim ugovorima i
konvencijama (Konvencija o bioloSkoj raznolikosti, Bernska konvencija, CITES, itd.).
Plan upravljanja risom u Republici Hrvatskoj za razdoblje 2010. do 2015. godine
(SINDICIC i sur., 2010b.) navodi da dana$nju populaciju euroazijskog risa u Hrvatskoj
¢ini najvise 40 do 60 zivotinja, $to je rezultat pada brojnosti u posljednjih desetak godina.
Ris je ve¢ jednom potpuno nestao iz Hrvatske, kada je 1903. godine odstrijeljena
posljednja jedinka iz autohtone populacije (KORITNIK, 1974.). Populacija je ponovno
uspostavljena 1973. godine, reintrodukcijom 6 jedinki iz Slovacke u Sloveniju
(FRKOVIC, 1998.), odakle se ris prosirio preko Hrvatske do Bosne i Hercegovine, no
populacija je danas opet dovedena pred sam rub opstanka.

Uz krivolov, fragmentaciju stani$ta i nedostatak plijena, kao jedan od najvaznijih
uzroka pada brojnosti smatra se gubitak genske raznolikosti, nastao kao posljedica
parenja u srodstvu. Naime, znacajan Cinilac dinamike populacije risa u Hrvatskoj jest
¢injenica da su sve jedinke u posljednjih 37 godina (od reintrodukcije 1973.) potomci
samo tri naseljene Zenke, za koje se smatra da su takoder bile u srodstvu. U tom razdoblju
nastalo je maksimalno 18 generacija, kod kojih je parenje u srodstvu moralo dovesti do
velikog gubitka genske raznolikosti, s mogué¢im posljedicnim padom sposobnosti
prezivljavanja. Naime, populacija s tako niskim brojem i osiromasenom genskom
raznolikoS$¢u vrlo je osjetljiva na sve okoliSne ¢imbenike i smanjena joj je sposobnost
prilagodbe promjenama u okoliSu (kao $to su klimatske promjene, unos novih parazita,

prilagodba na novi nacin prehrane, itd.) odnosno izgubila je svoj evolucijski potencijal.



Preliminarnim  istrazivanjima genska osiromasenost hrvatske populacije
euroazijskog risa dokazana je temeljem niskog stupnja genske raznolikosti
mitohondrijske DNA (POLANC, 2003.; GOMERCIC i sur., 2006.), no na kraéem slijedu
kontrolne regije i na vrlo malom broju uzoraka pa je bilo neophodno provesti istrazivanje
na duzem slijedu 1 ve¢em broju uzoraka. Nadalje, osim na mitohondrijskoj DNA
istrazivanje je bilo potrebno provesti i na pouzdanijim i raznolikijim nuklearnim
markerima (mitohondrijska DNA nasljeduje se samo od majke) - mikrosatelitima.

Cilj istrazivanja bilo je utvrditi da li su osnivacki u¢inak (razvoj populacije iz Sest
naseljenih jedinki) i parenje u srodstvu doveli do gubitka genske raznolikosti u tolikoj
mjeri da to ugrozava opstanak populacije, te ukoliko da — da li je nova reintrodukcija

moguce rjeSenje za oporavak populacije risa u Hrvatskoj.



2. Pregled literature



2.1 Sistematika i evolucija euroazijskog risa

Rod ris (Lynx), koji obuhvaca Cetiri vrste, po sistematici spada u razred sisavaca
(Mammalia), red zvijeri (Carnivora), porodicu macaka (Felidae), potporodicu pravih
macaka (Felinae). Porodica macaka (Felidae) danas obuhvac¢a 38 vrsta (JOHNSON i sur.,
2006.) koje osim zajednickih predaka i genetskih obiljezja, dijele i karakteristicnu gradu
tijela, osjetila, nacin zivota te tehnike lova. Macke su predatori, miSic¢avih i elegantnih
tijela, s razvijenim osjetilima, specijaliziranim zubima i pandZzama te krznom koje se
bojom prilagodava okoliSu. Rasprostranjene su Sirom Europe, Azije, Afrike te Sjeverne i
Juzne Amerike.

Prvi poznati predstavnici porodice macaka, kao i svih zvijeri, potje¢u od izumrle
skupine Miacoidea. Prve mackolike zvijeri javile su se u Oligocenu, prije otprilike 35
miliona godina (JOHNSON i sur., 2006.). Najstariji poznati nalaz je vrsta Proailurus
lamanesis, potjece iz Francuske iz razdoblja Oligocena, prije oko 30 milijuna godina.
Pocetak razvoja macaka nije u potpunosti poznat, a smatralo se da se vecina rodova
razvila u Africi, iz zajedniCkog pretka koji je zivio pred 10 do 15 milijuna godina. No
novija istrazivanja pokazuju da su se moderne macke razvile u Aziji, te su tijekom niske
razine mora u Miocenu migrirale na ostale kontinente (JOHNSON 1 sur., 2006.).
Genetska istrazivanja pokazuju da je migracijom iz Azije preko Beringa u Sjevernu
Ameriku preSao zajedni¢ki predak pet od ukupno osam genetskih linija danasnjih
macaka, medu kojima je 1 risja linija (JOHNSON 1 sur., 2006.). Isto istraZivanje upucuje
da je predak euroazijskog i iberijskog risa zatim migrirao natrag u Euroaziju i to prije 1,6
do 1,2 miliona godina. Najstariji nalaz macaka potjece iz kasnog Miocena (pred otprilike
9 milijuna godina), fosil vrste Felis attica pronaden na zapadu Euroazije (JOHNSON i
sur., 2006.). Najstariji ostatci risa, stari priblizno 4 milijuna godina, pronadeni su u Africi
(WERDELIN, 1981.). Ta vrsta, Lynx issiodorensis, smatra se pretkom svih dana$njih
risova. Tijekom starijeg Pleistocena je zbog velike geografske raSirenosti Lynx
issiodorensis-a doslo do postupne specijacije, te se iz te vrste u Sjevernoj Americi razvio
do danas prezivjeli crveni ris (Lynx rufus, Schreber 1777) i izumrla vrsta Lynx
issiodorensi kurteni. U Europi se preko nekoliko izumrlih vrsta razvio iberijski ris (Lynx
pardinus, Temminck 1872), dok se u Aziji razvio euroazijski ris (Lynx lynx, Linnacus
1758) no nisu tocno poznate vrste preko kojih je tekao razvoj. Tijekom mladeg

Pleistocena se euroazijski ris prosirio u Europu gdje je na vecini podrucja, osim na
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Pirinejskom poluotoku, istisnuo iberijskog risa (KURTEN i GRANQVIST, 1987.).
Euroazijski ris se tijekom mladeg Pleistocena proSirio i u Sjevernu Ameriku, gdje se iz

njega razvio kanadski ris (Lynx canadensis, Kerr 1792) (WERDELIN, 1981.).

Slika 1. Kanadski, crveni, iberijski i euroazijski ris (u smjeru kazaljke na satu) (izvor

arhiva projekta DinaRis)

2.2 Rasprostranjenost euroazijskog risa

Danas dva pripadnika roda ris zive u Sjevernoj Americi — kanadski (Lynx
canadensis, Kerr 1792) i crveni ris (Lynx rufus, Schreber 1777), te dva u Europi —
iberijski (Lynx pardinus, Temminck 1872) i euroazijski ris (Lynx lynx, Linnaeus 1758)
(Slika 1.). Euroazijski ris prisutan je u srediSnjoj Aziji i Rusiji, dok u Europi nastanjuje
podrucje Fenoskandinavije, Baltika 1 Karpata, te postoji nekoliko izoliranih populacija u

zapadnoj 1 jugozapadnoj Europi (LINNELL i sur., 2007.) (Tablica 1., Slika 2.).
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Tablica 1. Populacije euroazijskog risa u Europi

Naziv populacije Zemlje Autohtona/reintroduciran
a
Nordijska Svedska, Norveska, Finska Autohtona
Balticka Rusija, balticke drzave, Poljska | Autohtona
(Bialowieza)
Karpatska Rumunjska, Slovacka, Poljska, | Autohtona
Ukrajina, Ceska, Madarska, Srbija,
Bugarska
Balkanska Makedonija, Albanija Autohtona
Dinarska Hrvatska, Slovenija, Bosna 1 | Reintroducirana
Hercegovina
Bohemijsko- Ceska, Njemacka, Austrija Reintroducirana
Bavarska
Alpska Svicarska, Francuska, Italija, Austrija Reintroducirana
Jura Francuska, Svicarska Reintroducirana
Vosges - Palatinian Francuska, Njemacka Reintroducirana

Slika 2. Karta rasprostranjenosti populacija euroazijskog risa u Europi (izvor

BREITENMOSER i sur., 2000.)
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Danasnja rasprostranjenost risa u Europi je, osim djelovanja Covjeka, u velikoj
mjeri posljedica dogadanja u mladem Pleistocenu. Dva klju¢na dogadaja koja su se
odigrala u tom razdoblju su prodor euroazijskog risa iz Azije u Europu te znatno
smanjenje areala obje europske vrste risa tijekom vrhunca wiirmskog glaciala (KOS i
sur., 2005.). Sirenjem euroazijskog risa prema zapadu smanjivao se Zivotni prostor
iberijskog risa, no taj proces jo$ nije u potpunosti istrazen. I euroazijski i iberijski ris
zabiljezeni su na tlu Europe u to vrijeme (WOLSAN, 1993.), a neki nalazi pokazuju da su
se obje vrste jedno vrijeme pojavljivale sipmatricno (na zajednickom prostoru)
(KURTEN, 1968.). Pri kraju wiirmskog smrzavanja klima je bila sve ostrija, do vrhunca
smrzavanja doSlo je pred oko 20 000 godina i tada je ve¢i dio Europe bio prekriven
ledenim naslagama, tundrom i stepom. Sume su opstale na podruéju Pirinejskog,
Apeninskog i Balkanskog poluotoka, te u Karpatima (ZAGWIJN, 1992.), podru¢jima
koja se danas smatraju glacijalnim utocistima. Nije u potpunosti razjasnjeno kako su ovi
uvjeti utjecali na izolaciju risa u glacijalnim utoCistima, no pretpostavlja se da je doslo do
fragmentacije distribucije (SOMMER 1 BENECKE, 2006.). Osim fosilnih ostataka
pronadenih u Dalmaciji (MALEZ, 1986.), nema nalazista koja bi upuéivala na lokaciju
risjeg glacijalnog utoc¢ista (SOMMER i BENECKE, 2006.). Nakon vrhunca wiirmskog
smrzavanja doslo je do zatopljenja i Sumske povrSine su se pocele Siriti, te se time Sirio i
areal risa (HEMMER, 1993.). No detalji rekolonizacije nisu jo$ u potpunosti jasni.

Obitavanje risa od Pleistocena na prostoru danasnje Hrvatske potvrduje fosilni
ostatak gornjeg o¢njaka odraslog risa, pronaden u Velikoj pecini, $pilji na Ravnoj gori.
Nalaz je prvi determinirao MALEZ (1986.), a revizijom potvrdio GUZVICA (1996.).
Stratigrafski poloZaj zuba upucuje na starost od oko 10 000 godina, dakle kraj posljednjeg
ledenog doba.

U Hrvatskoj se aktualnim staniStem euroazijskog risa drze Sumovita brdsko-
planinska podrucja Dinarida, od hrvatsko - slovenske granice na sjeverozapadu do
granice s Bosnom 1 Hercegovinom na jugoistoku (Slika 3.). Podrucje stalnog
rasprostranjenja risa u Hrvatskoj iznosi 9 573.4 km? a povremenog 1 748.9 km?

(SINDICIC i sur., 2010b.).
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Slika 3. Rasprostranjenost euroazijskog risa u Hrvatskoj (izvor SINDICIC i sur., 2010b.)

2.3 Biologija euroazijskog risa

Euroazijski ris najveci je od Cetiri vrste risova. Masa odraslih jedinki krece se u
rasponu od 15 do 30 kg. Srednja tjelesna masa odraslih muzjaka risova u Hrvatskoj je
21,9£3,9 kg (u rasponu od 15 do 28 kg), a kod Zenki 18,443,2 kg (u rasponu od 12 do 25
kg) (GOMERCIC, 2005.). Duzina tijela je 0,8 do 1,3 m, dok je kratak rep dugacak od 15
do 20 cm na vrhu prekriven crnom dlakom. Kao i sve macke, risovi imaju okruglastu
glavu kratke njuske, zubalo s 28 zuba i jakim oc¢njacima te kutnjacima ostrih rubova.
Zubna formula glasi I 3/3 C 1/1 P 2/2 M 1/1 (GOMERCIC i sur., 2009.). U usporedbi s
drugim risovima imaju relativno duge noge 1 to straznje duze od prednjih. Velike Sape
upucuju na dobru prilagodbu za kretanje po snijegu, a takoder im na Sapama tijekom zime
naraste gu$ca dlaka. Na prednjim nogama imaju po pet, a na straznjim Cetiri prsta s
pandzama koje mogu uvuci te se tako tiSe kretati (BREITENMOSER i sur., 2000.;
FRKOVIC, 2003.). Zbog toga je risji trag karakteristi¢an u usporedbi s tragovima vuka ili

lisice s kojima bi ih promatra¢ u Hrvatskoj mogao zamijeniti. Gledaju¢i trag risa nikada
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se ne vidi trag pandze (KACZENSKY i1 HUBER, 1997.). Tijelo je pokriveno gustim
krznom, a na vrhu S$iljastih us$iju raste pramen (Cuperak) crnih dlaka dugackih do 4 cm.
Boja krzna je svijetlosmeda do crvenkasta, tamnije nijanse po hrptu i bokovima, a na
trbuhu 1 unutarnjoj strani nogu je bijela. Pjegasta pigmentacija krzna, specificna je za

svaku jedinku po broju i rasporedu pjega (Slika 4.).

Slika 4. Primjeri obojenosti krzna risa iz Hrvatske

Risovi, s izuzetkom Zenki s jednogodisnjim mladuncima, Zive samostalno unutar
odredenog prostora a u kontakt s drugim jedinkama svoje vrste dolaze jedino u vrijeme
parenja. MuZzjaci ne sudjeluju u skrbi za mladunce, te se tijekom sezone parenja
medusobno natjeCu za zenke. Zato se njihovi zivotni prostori preklapaju s zivotnim
prostorima Zenki, te iz njih pokuSavaju izgurati ostale muzjake. Euroazijski risovi pare se
od veljace do travnja, a nakon 69 dana gravidnosti Zenka okoti od 1 do 4 (u prosjeku 2)
slijepa mladunca (slijepi su 16-17 dana). Mladi risovi (Slika 5.) se odvoje od majke nakon
10 mjeseci, te pronalaze vlastiti Zivotni prostor. Zenke postanu spolno zrele nakon §to
navrSe 10 do 20 mjeseca, a muzjaci nakon 30 mjeseci. Reproduktivni uspjeh populacije
risa prije svega ovisi o uvjetima okolifa, odnosno o gustoé¢i plijenskih vrsta. Zenke
euroazijskog risa se u pravilu pare od spolne zrelosti do kasne starosti od 12 — 13 godina.
Zivotinja moze doZivjeti i do 18 godina, ali u prirodi veéina Zivotinja strada ve¢ u prvoj

ili drugoj godini zivota (KVAM, 1990.; KVAM, 1991.).

15



Slika 5. Zenka euroazijskog risa s mladuncem (izvor arhiva projekta DinaRis)

Risovi su najaktivniji u jutarnjim i vecernjim satima dok se tijekom dana i noc¢i
uglavnom odmaraju. Euroazijski ris ima dobar dnevni vid, jo§ izrazeniji no¢ni, dobar
njuh, te izrazito dobar sluh s vrlo Sirokim rasponom frekvencija. Glavna su im hrana
parnoprstasi — srne, jeleni, divokoze, jelen lopatar i muflon. Manji plijen lovi samo ako
ve¢eg nema dovoljno, no moguée je da je manji plijen vazan za mlade risove tijekom
osamostaljivanja. Smatra se da su puhovi vrlo vazan izvor hrane u godinama njihovog
obilja. Izbor plijena u velikoj mjeri ovisi 1 o brojnosti pojedinih plijenskih vrsta. Lovi sve
kategorije malih papkara, dok kod jelena bira mlade, manje i/ili oslabljene zivotinje, prije
svega kosute i telad. Tijekom zime love krupnu divlja¢, a sposobni su uloviti plijen 3 do 4
puta veéi od njih samih. Ovisno o veli€ini plijena koji ulove vracaju se na isti plijen sve
dok ga ne pojedu, a to moZe biti i do 7 dana (TUMLISON, 1987.). U Svicarskoj je
zastupljenost plijena kojim se risovi hrane: 70% srne, 21% divokoze, 6% lisice, 2%
zeCevi, iako ishrana jako ovisi o zastupljenosti pojedine divljaci na podrucju gdje zive
(BREITENMOSER i HALLER, 1993.). U Hrvatskoj i Sloveniji je na osnovi 37
pretrazenih Zeludaca zaklju€eno da su srne 1 jeleni zastupljeni u prehrani risa s 80%, 1 to
je bila gotovo jedina hrana odraslih muzjaka, dok su ostaci jo§ 8 Zivotinjskih vrsta nadeni
samo kod Zenki i neodraslih primjeraka (RAJKOVIC i sur., 2000.). Risovi u prosjeku na
dan pojedu 1-2,5 kg plijena i to miSi¢no tkivo, mast, te sve unutarnje organe osim

probavne cijevi (BREITENMOSER i sur., 2000.).
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Ris lovi sam, a vazan element uspjesSnog lova je iznenadenje te plijen napada iz
zasjede. Za uspjesSan lov ris se mora plijenu pribliziti na nekoliko metara jer plijen ne
naganja, te ako napad ne uspije u 20 — 50 metara, odustane. Ris usmréuje plijen ugrizom
u vrat s donje (pritisak na dusnik) ili s gornje strane (lom kraljeznice). Nakon §to zaskoci
plijen i ostane visjeti jakim ugrizom u podrucju vrata, ris ¢eka da Zivotinja iskrvari ili se
ugusi. Hranjenje pocinje s najkvalitetnijim dijelovima i to mesom s buta plijena, pa zatim
plecke 1 ostalih dijelova tijela (KACZENSKY 1 HUBER, 1997.). Vrijeme prehranjivanja
s jednim plijenom logaritamski raste s masom plijena, a takoder ovisi i o broju jedinki
(majka s mladuncima ili jedna Zivotinja), starosti i veli€ini risa. Pri tome ris Cesto plijen

sakrije zemljom 1 lis¢em te se sljedec¢ih nekoliko dana vraca na plijen (osobito muzjaci).

Veli¢ina Zivotnog prostora euroazijskog risa je promjenjiva, u prosjeku veca kod
muzjaka nego zenki, te u Europi raste prema sjeveru areala. Osim spola, na veli¢inu
zivotnog prostora utjece i dostupnost plijena te stupanj primarne produkcije odredenog

prostora (BREITENMOSER i HALLER, 1993.; HERFINDAL i sur., 2005.). U Europi se

raspon Zivotnih prostora muzjaka krece od 180 do 2780 kmz, a Zenki od 98 do 759 km2
(BREITENMOSER i sur., 2000.). Svoje podrucje risovi obiljezavaju, kao i vecina
macaka, urinom. U Hrvatskoj istrazivanja o kretanju risova zapocela su 2001. godine
(FRKOVIC, 2002.; GOMERCIC i PURAS, 2002.), a do sada je pra¢eno ukupno sedam
Zivotinja (SINDICIC, 2009a.; SLIJEPCEVIC, 2009.; SLIJEPCEVIC i sur., 2009.). Do

sada prikupljeni podatci pokazuju da risovi u Gorskom kotaru imaju sliéna dnevna
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kretanja kao risovi u Poljskoj, a identi¢ne kao risovi u Sloveniji (SLIJEPCEVIC, 2009.;
SLIJEPCEVIC i sur., 2009.).

2.4 Povijest upravljanja euroazijskim risom u Europi i Hrvatskoj

Euroazijski ris je vrsta sa Sirokom ekoloSkom valencijom, $to se u proslosti
ocitovalo u velikoj raSirenosti vrste koja je naseljavala sva Sumska, pa i neka ne Sumska
staniSta Europe, od Skandinavije do Sredozemlja, te do Crnoga mora (KRATOCHVIL,
1968.; MATJUSKIN, 1978.). U veéini podruéja zapadne i srednje Europe ris je prezivio
sve do pocetka 19. stoljeca (KRATOCHVIL, 1968.). Oko 1 800. godine ris je jos uvijek
bio prisutan na Sirem podrucju Alpa, na Balkanskom poluotoku sve do Grcke, na
podrucju Tatri, Karpata, na podrucju cijele danasnje zapadne Europe, pribaltickih drzava,
Finske i Skandinavije. Nakon toga je uslijedilo stoljee ubrzanog izumiranja, te je na
kraju 19. odnosno pocetkom 20. stoljeca ris nestao iz cijele zapadne i srednje Europe, s
iznimkom gorskih 1 srednjegorskih podru¢ja zapadnih Karpata. Na Balkanskom
poluotoku je opstala populacija u Sarsko — Pindskom gorju. U Skandinaviji je prezivjela
populacija samo na sjevernom dijelu poluotoka. Jedino vece podrucje prosirenosti risa je
ostala ruska nizina do granice s Finskom na zapadu, isto¢ni dio pribaltickog podrucja, te
sve do danaSnje sjeveroistoCne granice Poljske na jugu. Dakle, ris se do 20. stoljeca
odrZao prvenstveno na planinskim i rijetko naseljenim podrucjima Europe.

Za razliku od kanadskog risa (Lynx canadensis), koji je prehrambeno
specijaliziran, prehrambeni spektar euroazijskog risa je raznolikiji i obuhvaéa od
glodavaca i zeceva do parnoprstasa (BREITENMOSER i HALLER, 1987.). To pokazuje,
da je ris prilagodljiva vrsta, koja se nainom zivota prilagodava okoliSu u kojem zivi
(BREITENMOSER 1 sur., 1998.). Stoga najvazniji uzroci izumiranja risa u Europi jesu
promjene u okoliSu. Pri tome su na razli¢itim podrucjima prevagnuli razli€iti ¢imbenici
(KRATOCHVIL i VALA, 1968.). U trenutku kada je lov prestao biti isklju¢ivo pravo
plemstva i1 crkvenih duznosnika, zanimanje za lovne vrste (ponajprije parnoprstase) je u
Europi vrlo poraslo. Posljedi¢no se povecalo i proganjanje zvijeri. Cesto je to proganjanje
bilo dobro isplanirano, zakonski organizirano i nagradivano. Tako zakonodavstvo austro-
ugarskih drzava u 18. stolje¢u provodi kampanju organiziranog smanjivanja brojnosti

velikih zvijeri. Proganjanje su nagradama poticali i talijani, te su za odraslog risa placali
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20 kruna, a za mladoga 4 krune (FRKOVIC, 2003.). Osim toga koZe risa su otkupljivane
na brojnim mjestima u Europi, te je time dodatno poticano ubijanje (KRATOCHVIL,
1968.). Intenzivan progon risa u Europi krenuo je ve¢ od 15. stoljeca, dok su se ucinci
ocitovali sve do pocetka 20. stolje¢a. No, smatra se da takvo proganjanje nije samostalno
uzrokovalo opsezno izumiranje risa u Europi, ve¢ su tome doprinijeli i gubitak staniSta te
pad gustoce populacije plijena.

Od 15. do 17. stolje¢a u Europi se najviSe koristio otvoreni tip ispase, gdje je
stoka pasla na velikim povrSinama tijekom cijele godine (KRATOCHVIL 1 VALA,
1968.). Time su domace zivotinje bile izloZene napadima predatora. Osim toga ispasa je
utjecala na prirodnu obnovu te prijelaz Suma u paSnjake (BREITENMOSER 1 sur.,
1998.). Opseg intenzivnih poljoprivrednih povrSina se drasticno povecao, te je naglo
porastao i broj stanovnistva. Sve je to dovelo do istiskivanja Suma i1 gubitka stanista za
risa u svim nizinskim, odnosno gus$¢e naseljenim podrucjima Europe u 15. 1 16., a najvise
u 17. stoljecu (KRATOCHVIL 1 VALA, 1968.). Areal risa je postao rascjepkaniji, a
udaljenosti medu pojedinim populacijama sve vece. Fragmentacija i izolacija su doveli do
smanjenja populacija koje su time postale podloznije negativnim okolisnim i
demografskim cimbenicima. Osim toga brojnost velikih papkara, prije svega srna,
drasti¢no je pala u brojnim podrucjima Europe (BREITENMOSER 1 sur., 1998.), a u
pojedinima je doslo i do potpunog izumiranja srna i divljih svinja.

Navedeni uzroci doveli su i do nestajanja risa s podru¢ja Dinarida. Posljedn;ji
primjerci autohtonog risa ulovljeni su u Hrvatskoj 1903. (KORITNIK, 1974.), Sloveniji
(KOS, 1928.) 1 Srbiji 1908., Bosni i Hercegovini 1911., Crnoj Gori 1913. godine
(MAJIC, 2004.). U Hrvatskoj se ris najduze zadrzao u Gorskom kotaru i na Velebitu.
Jedan od posljednjih risova u masivu Risnjaka, na podrucju danasnjeg Nacionalnog parka
Risnjak, uhvacen je u «gvozda» 1854. (HIRC, 1898.). Smatra se da je posljednji ris u
Hrvatskoj ulovljen u stupicu u Sumama oko Cabra, Gorski kotar, 1903. godine
(KORITNIK, 1974.). Autohtoni Balkanski ris preZivio je jedino u izoliranim podru¢jima
Albanije, Makedonije, Kosova i Crne Gore (VON ARX i sur., 2004.).
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Slika 7. Reintroducirane Zivotinje u karanteni u Koc¢evskom (izvor arhiva projekta

DinaRis)

Pocetkom sedamdesetih godina 20. stolje¢a zaZivjela je ideja da se na podrucju
Kocevja u Sloveniji ponovno naseli ris kao lovna vrsta. Tako su u sijecnju 1973. godine
tri muzjaka i tri Zenke podrijetlom iz karantene Zivotinjskog vrta Stromovka u Ostravi
(danasnja Slovacka) dopremljene u karantenu u Sloveniji (Slika 7.). IspusStanjem Sest
risova, iz karantene u Kocevskom 2. ozujka 1973. godine, ova je velika zvijer spontanim
premjeStanjem nakon gotovo jednog stoljeca ponovno zivjela u Hrvatskoj. Tri naseljene
zenke su se prvih godina neometano razmnozavale, brojnost je rasla i populacija je
prosirila svoje staniSte u Sloveniji, te se ustalila u Hrvatskoj i u zapadnom dijelu Bosne i
Hercegovine. Prvi odrasli primjerak u Hrvatskoj uofen je na gorskoj livadi Lazac u

Nacionalnom parku Risnjak 16. lipnja 1974. (FRKOVIC, 1998.).
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Slika 8. Prvi ris odstrijeljen u Hrvatskoj nakon reintrodukcije, Gorski kotar 1978. godine

(autor A. Frkovi¢)

Cinjenica da su reintroducirane Zivotinje iz slovackih Karpata jo§ uvijek je
predmet prigovora dijela lovaca, a zbog vjerovanja da je autohtoni ris bio znatno manji i
da se nije hranio veéom divlja¢i. No morfometrijska istrazivanja dokazala su da ne
postoje znacajnije statistiCke razlike u veli¢ini lubanja autohtonih 1 reintroduciranih
zivotinja (GOMERCIC, 2005.; GOMERCIC i sur., 2010.).

Moze se smatrati da je reintroducirana populacija risa imala pozitivan trend u
smislu porasta broja jedinki i u smislu prostornog Sirenja od reintrodukcije sve do sredine
"80-tih godina proslog stolje¢a. Tada je populacija stagnirala na svom vrhuncu, a u "90-
tima je doslo do pocetka kontinuiranog pada brojnosti, te stabilizacije na sadas$njoj nizoj
razini, a vjerojatno i daljnjeg pada. Iako je ris 1982. godine u Hrvatskoj proglasen
zaSticenom vrstom, do 1998. godine odobravale su se godiSnje kvote za odstrel, jer se
smatralo da je populacija stabilna (FRKOVIC, 1998.). U razdoblju od 1978. kada je u
Hrvatskoj ubijen prvi ris iz reintroducirane populacije (Slika 8.) do 2009. godine
zabiljezena je smrtnost ukupno 233 Zivotinje (SINDICIC, 2009a.). Vazno je naglasiti da
je prvih dvadeset godina nakon reintrodukcije udio krivolova u ukupnoj zabiljezenoj
smrtnosti bio tek 8%, dok posljednjih deset godina taj postotak raste na preko 80%
zabiljezene smrtnosti (SINDICIC i sur., 2008.). Prisutnost krivolova potvrduje i tekst mr.
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sc. Josipa Malnara, potpredsjednika Lovackog saveza Hrvatske, koji je poznavatelj
lovstva u Hrvatskoj i1 jedna od klju¢nih osoba lovstva Gorskog kotara: ,,...iz vlastitih
saznanja, ris nemilice odstrjeljuje, ¢ak i u zajedni¢kim lovovima®“ (MALNAR, 2010.).
Medutim, do sada su tek za dva dokazana slucaja krivolova, 2003. i 2005. godine,
donesene sudske presude i izre¢ene novéane kazne (SINDICIC, 2009a.). Smatra se da je
posljednjih desetak godina brojnost risa u Dinaridima u padu, te da danas u Hrvatskoj zivi
najvise 40 do 60 zivotinja, a zajedno sa Slovenijom 1 Bosnom i Hercegovinom (dinarska
populacija) ispod 130 (SINANOVIC i sur., 2008.; SINDICIC i sur., 2010a., SINDICIC i
sur., 2010b.). Glavnim uzrocima pada brojnosti drze se nedostatak plijena, smrtnost
uzrokovana ljudskim aktivnostima te gubitak genetske raznolikosti zbog parenja u
srodstvu (SINANOVIC i sur., 2008.; SINDICIC, 2009b.; SINDICIC i sur., 2010b.).

Euroazijski ris je u Hrvatskoj i Europi ugroZena vrsta. U Hrvatskoj je zastien
temeljem Zakona o zastiti prirode (NN br. 30/94, 126/03) i1 Pravilnikom o proglasavanju
divljih svojti zaStiCenim 1 strogo zaSti¢enim, te mnogim medunarodnim ugovorima i
konvencijama. Hrvatska je preuzela obveze zaStite risa potpisivanjem sljedecih
konvencija: Konvencija o bioloskoj raznolikosti; Bernska konvencija, Konvencija CITES,
Habitat direktiva (NATURA 2000), Uredba EU zajednice o zastiti vrsta divlje faune i
flore reguliranjem trgovine. Osim toga, u Hrvatskoj je od 2005. godine na snazi Plan
upravljanja risom koji definira sve aktivnosti koje je potrebno provesti da bi se osigurao
dugorodan opstanak vrste u suZivotu s ljudima (MAJIC, 2004.; SINDICIC i sur., 2010b.).
Izraden je i zajednicki hrvatsko — slovenski plan upravljanja risom, buduéi da Zivotinje ne
poznaju granice i zatita se treba provoditi na razini populacije (MAJIC SKRBINSEK i
sur., 2008.).

2.5 Metode molekularne genetike u istrazivanjima populacija

Tijekom posljednja dva desetljeCa lan¢ana reakcija polimerazom (PCR) i
sekvencioniranje (odredivanje sljedova nukleotida) DNA, kao osnovne istrazivacke
metode u molekularnoj genetici, postale su u€inkovite i ekonomski prihvatljive Sirem
krugu znanstvenika (AVISE, 2004.). Takoder je razvijeno nekoliko novih genetskih
markera kao Sto su mikrosateliti (JARNE i LAGODA, 1996.) i polimorfizam
pojedinacnih nukleotida (SNP — single nucleotide polymorphism) (MORIN 1 sur., 2004.),
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te su unaprijedeni kompjuterski programi za obradu podataka $to je omogucilo primjenu
molekularnih tehnika u mnogim istrazivackim podruc¢jima. Napredak u spoznajama o
ekologiji, evoluciji, konzervacijskoj biologiji, upravljanju populacijama i mnogim drugim
granama danas je nezamisliv bez molekularne genetike, a razvijaju se 1 nove
multidisciplinarne grane kao Sto su molekularna ekologija (ekoloSka genetika),
konzervacijska genetika 1 populacijska genetika. Molekularna ekologija pomocu
molekularne genetike istrazuje ekologiju i evoluciju divljih organizama (FREELAND,
2005.). Konzervacijska genetika istrazuje ¢imbenike koji utjecu na rizik od izumiranja
vrsta 1 upravljacke prakse koje je potrebno provesti da se ti rizici smanje (FRANKHAM i
sur., 2002.). Populacijska genetika istrazuje genetsku osnovu evolucije, a prvenstveni
objekt istrazivanja su frekvencije 1 sposobnost prezivljavanja genotipova prirodnih
populacija (GILLESPIE, 2004.). Sve navedene grane istrazivanja doprinose
razumijevanju biologije vrsta, rjeSavanju taksonomskih pitanja, odredivanju filogenetskih
odnosa, istrazivanju strukture populacija, srodstva i hibridizacije, te planiranju zastite
ugrozenih vrsta 1 upravljanja istima. Glavna zadaca molekularne genetike u istraZivanju

populacija jest oCuvanje genske raznolikosti.

2.6 Genska raznolikost

Gensku raznolikost ¢ine razlike u slijedu nukleotida u molekuli DNA. Pri tome
male varijacije mogu rezultirati razli¢itim aminokiselinskim slijedom u proteinima za
koje ti geni kodiraju (engl. replacement polymorphism), a taj slijed moze utjecati na
njihovu biokemijsku funkciju ili moze dovesti do morfoloskih nejednakosti koje utje¢u na
reprodukciju, ponaSanje ili prezivljavanje jedinki u populaciji.

Genska raznolikost jest raznolikost alela i genotipova prisutnih u istraZivanoj
skupini, bilo da se radi o populaciji, vrsti ili skupini vrsta (FRANKHAM 1 sur., 2002.).
Ukoliko na lokusu u istrazivanoj skupini postoji vise od jednog alela kazemo da je lokus
polimorfan, uz uvjet da se najucestaliji alel pojavljuje s frekvencijom manjom od 0.99 ili
0.951. Ukoliko su svi pripadnici skupine homozigoti na istraZivanom alelu kazemo da je
lokus fiksiran.

Genska raznolikost nastaje kao posljedica mutacija (vefina mutacija nastaje

tijekom replikacije DNA) i1 rekombinacija. Smatra se da pri tome vrijede 1 neutralna i

23



teorija selekcije, odnosno da dio raznolikosti nastaje kao posljedica nasumi¢nog procesa
(polimorfizam nastaje sluc¢ajno i zadrzava se ili gubi slucajno), a dio kao posljedica
prirodne selekcije mutacija koje doprinose sposobnosti prezivljavanja (FREELAND,
2005.). Smatra se da je genska raznolikost ovisna o razini mutacije (broj novih mutacija
po nukleotidnom lokusu 1 po generaciji) i1 efektivnoj veli¢ini populacije (N.) tj. broju
jedinki koje se razmnozavaju u populaciji, tako da populacije male efektivne veli¢ine
uglavnom imaju 1 nisku gensku raznolikost (ELLEGREN, 2009a.; ELLEGREN, 2009b.).

Genska raznolikost predstavlja evolucijski potencijal vrste i vazna je za
sposobnost prilagodbe na promjene u okoliSu. Ona zapravo predstavlja sirovi materijal za
evoluciju pod utjecajem prirodne selekcije, genetskog otklona 1 migracija (ELLEGREN,
2009a.). Gubitak genske raznolikosti povezan je sa smanjenom reprodukcijskom moci
(engl. reproductive fitness), a dugoro¢no uzrokuje smanjenje ili cak gubitak evolucijskog
potencijala neke populacije ili vrste (HANSSON i WESTERBERG, 2002.).
Reprodukcijska mo¢ (engl. reproductive fitness) definira se kao broj plodnih potomaka
jedinke koji preZive do reproduktivnog razdoblja (FRANKHAM 1 sur., 2002.). Genska
raznolikost je vaZna jer je povezana s obiljezjima vezanim za sposobnost prezivljavanja,
kao $to su rast i razvoj, plodnost, metabolicka ucinkovitost i otpornost na bolesti
(ALLENDOREF i LEARY, 1986.; FALCONER i MACKAY, 1996.).

Do gubitka genske raznolikosti naj¢es¢e dolazi kod malih, izoliranih populacija i
populacija koje su prosle kroz razdoblje "uskog grla" (engl. bottleneck) (ALLENDORF,
2002.; LUCCHINI i sur., 2004.; LAIKRE i sur., 1996.; CRNOKRAK i ROFF, 1999.).
Pad brojnosti populacije dovodi do parenja u srodstvu (engl. inbreeding), populacije gube
demografsku stabilnost, udio parenja u srodstvu sve viSe raste a brojnost pada. Ova
povratna sprega izmedu pada brojnosti populacije, gubitka genske raznolikosti 1 parenja u
srodstvu se na engleskom naziva ,,extinction vortex” (FRANKHAM i sur., 2002.). Veéina
ugrozenih vrsta 1 populacija ima nizu gensku raznolikost nego populacije i vrste koje nisu
ugrozene 1 prisutne su u velikom broju. Od 38 ugrozenih vrsta sisavaca, ptica, kukaca i
biljaka, njih 32 je imalo nizu razinu genske raznolikosti od srodnih vrsta koje nisu bile
ugrozene (FRANKHAM, 1995.).

Genska raznolikost jedinki se opisuje kao udio heterozigotnih lokusa ili alela na
svakom lokusu (HEDRICK, 2000.). Na razini populacije raznolikost se opisuje kao udio
polimorfnih lokusa (P), raznolikost alela tj. prosje¢an broj alela po lokusu (Na), efektivan
broj alela po lokusu (Ne), kao ocekivana (H.) i uocena heterozigotnost (H,), genska

raznolikost (h) 1 nukleotidna raznolikost () (NEI, 1973.; LACY, 1997.).
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Osnovni alat za istrazivanje genetske raznolikosti su genetski markeri, pomocu
kojih se odreduje prisutnost odredenih alela u populaciji (CONNER 1 HARTL, 2004.).
Razvojem istrazivackih metoda u upotrebu ulaze molekularni markeri (za razliku od
fenotipskih markera), a temeljna metoda istrazivanja molekularnih markera je
elektroforeza (razdvajanje molekula na gelu upotrebom elektricne struje). Neki od
najceS¢e koriStenih molekularnih markera su polimorfizam duljine restrikcijskih
fragmenata — RFLP (engl. restriction fragment lenght polymorphism), nasumicno
umnozena polimorfna DNA — RAPD (engl. random amplified polymorphic DNA),
polimorfizam duljine umnozenih fragmenata — AFLP (engl. amplified fragment length
polymorphism), polimorfizam pojedina¢nih nukleotida — SNP (engl. single nucleotide
polymorphism), polimorfizam jednolancane konformacije — SSCP (engl. single strand
conformational polymorphisms), metoda minisatelita ili varijabilni broj uzduzno
opetovanih sljedova — VNTR (engl. variable number tandem repeats). Genetski markeri
koriSteni u ovom istrazivanju su kontrolna regija mitohondrijske DNA (mtDNA) i
mikrosateliti.

Vise markera istrazivanih unutar iste populacije mogu pokazati razliCite
vrijednosti genetske raznolikosti te populacije, §to ovisi o brzini mutacije pojedinog
markera.

Genska raznolikost se danas uglavnom istrazuje pomocu neutralnih markera,
buduc¢i jos nije razvijena tehnologija istrazivanja kodirajuéih, funkcionalno vaznih lokusa
(VALI i sur., 2008.). Iako ne kodiraju za sintezu aminokiselina, neutralni markeri su
koristan indikator funkcionalne genetske raznolikosti, budu¢i medu njima postoji
korelacija jer oboje ovise o efektivnoj veli¢ini populacije (N.) (VALI i sur., 2008.). No
smatra se da neutralni molekularni markeri mozda gube raznolikost brze nego lokusi koji
utjecu na sposobnost prezivljavanja (REED i FRANKHAM, 2003). Godine 2008. VALI i
sur. su istrazivali u kojoj mjeri mikrosateliti reflektiraju gensku raznolikost, usporedujuci
raznolikost mikrosatelita i 10 gena (najceS¢e jedan intron za svaki gen) nekoliko
populacija zvijeri (vuk, kojot, euroazijski ris i1 zderonja). Zakljucili su da postoji pozitivna
korelacija izmedu nukleotidne raznolikosti i heterozigotnosti mikrosatelita unutar
populacije (ta korelacija nije pronadena na individualnoj razini), no da je varijacija veca
kod nukleotidne raznolikosti nego kod heterozigotnosti mikrosatelita. Kao posljedica toga
dvije populacije sa slicnom heterozigotnosti mikrosatelita mogu se znacajno razlikovati u

sveukupnoj genetskoj raznolikosti.
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2.7 ,,Usko grlo* (engl. bottleneck)

Uskim grlom (engl. bottleneck) se naziva pojava kada se brojnost populacije
izrazito smanji (CONNER 1 HARTL, 2004.). U tim slucajevima genska raznolikost se
gubi kao posljedica pojave razmnozavanja u bliskom srodstvu (engl. inbreeding) i
genetskog pomaka (engl. genetic drift). Genetski pomak uzrokuje nasumicne promjene u
frekvenciji alela izmedu dvije generacije, pri ¢emu dolazi do povecanja homozigotnosti, a
znaCajan je kod malih populacija kod kojih dovodi do porasta frekvencije ili cak
fiksiranja Stetnih alela (HEDRICK i MILLER, 1992.; CONNER i HARTL, 2004.).
Naime, potomci nasumi¢no nasljeduju alele roditelja. Pri tome kod malih populacija
pojedini aleli, osobito oni rijetki, mogu biti izgubljeni ili fiksirani, a frekvecija alela kod
potomaka se razlikuje od one kod roditelja. Kod velikih populacija frekvencija Stetnih
alela je niska zbog ravnoteze izmedu mutacija i prirodne selekcije. No, kod malih
populacija selekcija nije tako uinkovita, zbog Cega raste frekvencija Stetnih alela i u
duzem razdoblju genetski otklon moze dovesti do njihovog fiksiranja uzrokujuci pad
brojnosti populacije 1 izumiranje (pojava se engl. naziva mutational meltdown)
(FRANKHAM, 2005.).

Uc¢inak uskog grla na populaciju ovisi o veli€ini na koju je populacija reducirana i
brzini kojom ¢e se oporaviti. Inicijalni gubitak alela proporcionalan je redukciji veli¢ine,
no populacija kojoj brojnost ne raste nastavit ¢e gubiti raznolikost pod utjecajem
genetskog otklona, za razliku od one koja se brojéano oporavi (FREELAND, 2005.).
Takoder je vazno naglasiti da usko grlo moze razli¢ito utjecati na jezgrinu i organsku
DNA (npr. mtDNA). Budu¢i da je organska DNA predstavlja manju efektivnu veli¢inu
skandinavskoj populaciji smedeg medvjeda (Ursus arctos) za koju se zna da je prosla
usko grlo. Pod utjecajem uskog grla raznolikost mtDNA je izgubljena i opstala su samo
dva haplotipa, dok je raznolikost mikrosatelita ostala ocuvana i priblizno je jednaka onoj
u populacijama medvjeda koje nisu prosle usko grlo (WAITS i sur., 2000.). Osim broja
osnivaca tj. brojnosti populacije i brzine oporavka, na gensku raznolikost nakon uskog
grla znacajno utjecu 1 migracije. Ukoliko je populacija izolirana 1 nema kontakta sa
susjednim populacijama gubitak genske raznolikosti biti ¢e izraZeniji nego u onih koje

primaju povremene migrante (FREELAND, 2005.).
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Poseban oblik uskog grla jest pojava kada nova populacija nastane na temelju tek
nekoliko osnivacda, pojava koja se naziva ucinak osnivaca (engl. founder effect), Sto se
najc¢es¢e javlja prilikom reintrodukcija. Tada osnivaci nove populacije donose tek dio
gena njihove izvorne populacije. I u ovakvim slucajevima gubitak genetske raznolikosti

povezan je s brojem osnivaca i brzinom rasta populacije.

2.8 Depresija zbog parenja u srodstvu

Postoji viSe definicija parenja u srodstvu (engl. inbreeding), a najceSce se
upotrebljava ona po kojoj je to parenje medu jedinkama u populaciji koje su u blizem
srodstvu nego $to bi to bilo ocekivano kod nasumicnog parenja (CONNER 1 HARTL,
2004.). Kao posljedica takvog parenja dolazi do povecanja homozigotnosti na svim
lokusima, pove¢ane moguénosti oCitovanja Stetnih alela i tzv. depresije zbog parenja u
srodstvu (engl inbreeding depression), §to je pradeno smanjenom sposobnoséu
reprodukcije 1 prezivljavanja (engl. reproductive fitness) (HEDRICK, 2000.; HEDRICK,
2002.; FRANKHAM i sur., 2002.). Populacija u kojoj se javlja parenje u srodstvu
odstupa od Hardy — Weinbergove ravnoteze. Parenje u srodstvu ne mijenja frekvenciju
alela u populaciji, ali redistribuira frekvenciju genotipova povecavajuéi udio homozigota i
omogucavajuci ocitovanje recesivnih alela (KELLER 1 WALLER, 2002.).

Dokazano je da parenje u srodstvu povecava rizik od izumiranja zbog negativnog
ucinka na sposobnost populacije da se nosi s promjenama u okoliSu (FRANKHAM,
2005.). Prvi dokazi o povezanosti parenja u srodstvu s izumiranjem dobiveni su
laboratorijskim pokusima i namjernim parenjem u srodstvu domacih zivotinja i biljaka
(FRANKHAM 1 sur., 2002.). Izmedu 80% 1 95% populacija kod kojih je izazvano
namjerno parenje u srodstvu izumrle su nakon osam generacija parenja izmedu brace 1
sestara ili nakon tri generacije samo-oplodivanja (FRANKEL i SOULE, 1981.). RALLS i
BALLOU jos su 1983. godine potvrdili da je kod 41 od 44 istrazenih populacija sisavaca
parenje u srodstvu uzrokovalo povecanu smrtnost mladuncadi.

Parenje u srodstvu se prvenstveno negativno ocituje na sposobnost
razmnoZzavanja, Sto ukljuCuje broj i kvalitetu spermija, broj potomaka i njihovo
prezivljavanje, tezinu potomaka i razmak izmedu dva legla (FRANKHAM i sur., 2002.).

Dokazano je da se kao posljedica parenja u srodstvu javlja smanjena sposobnost
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razmnozavanja (SLATE 1 sur., 2000.), niza koncentracija i pokretljivost spermija te
aplazija testisa (WILDT, 1996., ROLDAN i sur., 1997., SEYMOUR i sur., 2001.), niza
porodajna tezina 1 nizi postotak prezivljavanja mladuncadi (LACY i sur., 1996.,
COLTMAN 1 sur, 1998.). No, paranje u srodstvu ne utjeCe samo na sposobnost
razmnozavanja, ve¢ negativno utjee 1 na sveukupnu sposobnost prezivljavanja
(KELLER i WALLER, 2002.). Npr. kao posljedica parenja u srodstvu zabiljezena je
slabija otpornost na parazitarna oboljenja (COLTMAN 1 sur., 1999., JOHNSON 1 sur.,
2010.). Ucinak depresije zbog parenja u srodstvu je izrazitiji u nepovoljnijim okoli§nim
uvjetima, kao §to su neuobicajeno jake kiSe, promjenjive temperature, ograniceni izvor
hrane, Sto primarno uzrokuje slabiji postotak prezivljavanja mladunc¢adi (CRNOKRAK i
ROFF, 1999).

Stetne posljedice parenja u srodstvu zabiljezene su kod veéine predstavnika
porodica zvijeri (LAIKRE, 1999.). Kod vukova su zabiljezene razli¢ite promjene nastale
kao posljedica parenja u srodstvu - smanjena veliCina tijela vuka u zatoCeniStvu u
Meksiku, sljepoéa vukova u zatoceniStvu u Skandinaviji, deformacije kraljezaka u
vukova s otoka Isle Royale, pad reproduktivne sposobnosti zenki, smanjena veli¢ina
legla, kra¢i zivotni vijek, pad tezine, te sljepoca kod vukova u nordijskim zooloskim
vrtovima (ELLEGREN i sur. 1996.; ELLEGREN, 1999.; LAIKRE, 1999.). Istrazivanja
su dokazala da je parenje u srodstvu kod puma iz Floride (Puma concolor coryi) dovelo
do gubitka genske raznolikosti, §to je uzrokovalo slabiju kvalitetu sperme, nizu razinu
testosterona, pad reproduktivnog kapaciteta, kriptorhizam u vise od 80% muzjaka,
defekte srcanih =zalistaka, te povecanu ucestalost parazitarnih i zaraznih oboljenja
(JOHNSON i sur., 2010.). Kod risova podrijetlom iz divljine kod kojih je prisutno parenje
u srodstvu zamijecen je skraceni zivotni vijek (LAIKRE, 1999.).

Koeficijent krizanja u bliskom srodstvu - F (engl. fixation indeks) govori o
povecanju homozigotnosti koja nastaje kao posljedica parenja u srodstvu, odnosno
izrazava mogucénost da su oba alela na lokusu jedinke identi¢na po porijeklu. Izracunava
se na temelju razlika izmedu uo€ene i ocekivane heterozigotnosti, pod pretpostavkom da
je razmnozavanje u populaciji nasumic¢no. Vrijednosti se kreéu od -1 do 1, s tim da
negativan predznak oznaCava viSak heterozigota (outbreeding), kod jedinki s
koeficijentom 0 nema parenja u srodstvu, dok pozitivan predznak predstavlja parenje u

srodstvu (inbreeding). Npr. pri F=0,0625 roditelji jedinke su prvi rodaci.
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2.9 Kontrolna regija mitohondrijske DNA

Mitohondrijska DNA (mtDNA) je kruzna dvolanc¢ana DNA molekula koja se
sastoji od 15 000 do 20 000 parova baza (pb), haploidna je, nema introna i1 nasljeduje se
samo od majke. Molekula se dijeli na dva osnovna dijela — kodiraju¢i i ne-kodirajuci dio.
Kodiraju¢i dio mtDNA sisavaca sadrzi 37 gena, od ¢ega 22 tRNA gena, dva ribosomalna
RNA gena 1 13 gena koji kodiraju za proteine koji sudjeluju u procesima transporta
elektrona 1 oksidativne fosforilacije (JANKE 1 sur., 1994.). Ne-kodiraju¢i dio se naziva i
kontrolna regija (BROWN, 1985.) ili hipervarijabilna regija (HVR), te se dijeli na HVR1
1 HVR2. Kontrolna regija je mjesto u kojem zapo€inje replikacija i transkripcija
mitohondrijskog genoma (CLAYTON, 1991.), te se tu ocituje najveca raznolikost
nukleotida 1 duzine sekvence u usporedbi s ostatkom mtDNA (HOELZEL i sur., 1994.).
Kod kraljeznjaka se u kontrolnoj regiji nalazi D-petlja (D-loop, displacement loop),
trolanCana struktura, po kojoj se kontrolna regija vrlo Cesto u literaturi i naziva
(TABERLET, 1996.; WHITE i sur., 1998.). Kontrolna regija se sastoji od oko 1 000
parova baza, te budu¢i da ne kodira za sintezu proteina nije podlozan prirodnoj selekciji
Sto ju ¢ini vrlo dobrim genetskim markerom u rjeSavanju filogenetskih pitanja. Najcesce
mutacije u kontrolnoj regiji su tockaste mutacije (KOCHER 1 sur., 1989.; AVISE, 1994.).
Sama mitohondrijska DNA podlozna je brzoj evoluciji, tako da je kod sisavaca brzina
evolucije mtDNA 1 do 10 puta brza nego kod jezgrinih gena, a u mtDNA najbrze evoluira
kontrolna regija i to 4 do 5 puta brze od ostatka mtDNA (TABERLET, 1996.; PAGE i
HOLMES, 1998.). Zbog toga je mtDNA dobar marker za razlu¢ivanje promjena na nizim
taksonomskim razinama, dakle izmedu vrsta ili populacija (ZHANG i HEWITT, 1996.).
Zbog velike brzine mutacije mtDNA varijabilna je unutar prirodnih populacija, zbog cega
je vrlo korisna pri istraZzivanjima kra¢ih razdoblja povijesti populacija (GALTIER 1 sur.,
2009.).

Mutacije unutar kontrolne regije temelj su za razlikovanje haplotipova. Unutar
populacija kod kojih je prisutna ravnoteza izmedu mutacija i genetskog otklona o¢ekivana
razina genske raznolikosti neutralnih lokusa je proporcionalna efektivnoj velicini
populacije, zbog Cega se smatra da raznolikost mtDNA reflektira demografske dogadaje
odnosno varijacije u veli¢ini populacija (NABHOLZ i sur., 2007.). No budu¢i da se
mtDNA nasljeduje samo od majke i efektivna veliCina je tek Cetvrtina efektivne veli¢ine

nuklearne DNA, mtDNA zapravo predstavljaju reduciranu efektivnu veli¢inu populacije,
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Sto znaci da haplotipovi mtDNA imaju vec¢u mogucnost izumiranja i zbog toga prilikom
istrazivanja mozemo podcijeniti razinu genetske raznolikosti (FREELAND, 2005.).

Njene prednosti prilikom istrazivanja su veliki broj kopija u stanici zbog cega se
lako izolira i umnaza, te ¢injenica da su varijabilne regije (npr. kontrolna regija) najcescée
okruzene vrlo konzervativnim podrucjima, Sto olakSava sintezu pocetnica za njihovo
umnazanje (GALTIER 1 sur., 2009.). Iako predstavlja tek maleni dio genoma, mtDNA
najpopularniji je marker u istrazivanjima genske raznolikosti u posljednjih 30 godina
(GALTIER 1 sur., 2009.). Tek posljednjih nekoliko godina istrazivanja pokazuju da su
rekombinacija 1 pozitivna selekcija unutar mtDNA ipak moguée zbog cega treba biti
oprezan prilikom interpretacije genealogija unutar iste vrste te upucuju na ¢injenicu da
mtDNA mozda ipak nije idealan marker za istraZzivanje genske raznolikosti (HEY, 2000.;

NABHOLZ i sur., 2007.; GALTIER i sur., 2009.).
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Slika 9. Automatizirano sekvenciranje DNA (izvor COOPER 1 HAUSMAN, 2004.).
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Danas najrasirenija metoda odredivanja slijeda nukleotida u DNA modificirana je
Sangerova dideoksi metoda (otkrivena sredinom 1970-ih) koja se temelji na prekidanju in
vitro DNA replikacije ugradnjom dideoksinukleotida (nukleotidi koji sadrze
dideoksirobozu, umjesto deoksiriboze), a ukljucuje ciklicko ponavljanje reakcije
sekvenciranja analogno lan¢anoj reakciji polimerazom (AVISE, 1994., HILLIS 1 sur.
1996.). Dvolancana DNA prvo se denaturira kako bi se dobila jednolancana za koju se
zatim veZze DNA pocetnica 1 dolazi do polimerazom katalizirane ugradnje nukleotida. U
prisustvu deoksinukleotida (ANTP) i dideoksinukleotida (ddNTP) zapocinje sinteza DNA
na 3' OH kraju vezane pocetnice i nastavlja se sve dok polimeraza ne ugradi jedan od
Cetiri ddNTP-a. Budu¢i da njima nedostaje OH skupina na 3' C atomu, polimeraza ne
moze nastaviti sintezu DNA nakon ugradnje ddNTP-a. Lancana reakcija polimerazom
odvija se u takvim uvjetima da je ugradnja ddNTP-a rijedak i nasumican dogadaj, a to
omogucuje nastajanje fragmenata razli¢ite duljine prije no Sto dode do zaustavljanja
reakcije kod odredenog nukleotida. Rezultat uzastopnih ciklusa denaturiranja, vezanja
pocetnica i sinteze jest niz DNA fragmenata razliCite duljine koji se razdvajaju
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu. Nekada$nje radioaktivno obiljezavanje danas
ustupa mjesto fluorescentnom obiljezavanju  dideoksinukleotida, S$to uvelike
pojednostavljuje postupak, jer je svaki nukleotid obiljezen drugom bojom 1 Citavu je
reakciju sekvenciranja jednog lanca DNA moguce provesti u jednoj epruveti. Detekcija
tako obiljeZzenih fragmenata obavlja se za vrijeme elektroforeze, dok DNA fragmenti
prolaze ispred lasera koji pobuduje fluorofor i detektora koji mjeri emitiranu
fluorescenciju. Rezultati elektroforeze pohranjuju se u racunalo u obliku kromatograma

koji se zatim ru¢no ili pomocu ra¢unalnog programa prevodi u slijed DNA.

2.10 Mikrosatelitski lokusi

Mikrosatelitski lokusi (na engleskom se jo§ nazivaju i simple sequence repeats —
SSRs 1 short tandem repeats - STRs) su dijelovi jezgrine DNA u kojima se uzastopce
ponavljaju od jedan do Sest parova baza (Slika 10.) Na primjer slijed baza CA moze se
ponavljati 1 40 puta za redom, Sto se oznacava (CA)4. Broj ponavljanja rijetko prelazi 70
puta, a kod ljudi je naj¢es¢i broj ponavljanja izmedu 2 i 50 (PAGE i HOLMES, 1998.).

Nije postignut konsenzus oko najmanjeg i najveceg broja ponavljanja koji se mogu
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definirati kao mikrosateliti, te pri tome pojedini autori koriste broj ponavljanja dok drugi
koriste broj parova baza (ELLEGREN, 2004.). Svaka mogu¢a kombinacija mono-, di-,
tri- 1 tetranukleotidnih ponavljanja izuzetno je ¢esto zastupljena u genomu, ¢ine¢i gotovo
3% humanog genoma (vise od milijun mikrosatelitskih lokusa) (ELLEGREN, 2004.).
Najzastupljeniji su dinukleotidi, zatim mono- 1 tetra-, dok su trinukleotidi najrjedi
(ELLEGREN, 2004.). Kod sisavaca najc¢es¢i slijed nukleotida je GT 1 CA, a pojavljuje u
prosjeku svakih 30 kb (kilobaza) (BRUFORD i WAYNE, 1993.; SCHLOTTERER,
1998.). Pronadeni su u svim do sada istrazivanim genomima (LI i sur., 2002.), vrlo su
Cesti u eukariotskim stanicama iako ih ima i u prokariotskim. Poznato je da su medu
kraljeznjacima jedino relativno rijetki u ptica (NEFF 1 GROSS, 2001.). Mikrosateliti ¢ine
veliki dio nekodiraju¢e DNA, dok ih rijetko pronalazimo u regijama koje kodiraju sintezu
proteina, pa se zato smatraju evolucijski neutralnim markerima (LI i sur., 2002.). Njihova
funkcija unutar molekule DNA jo$ nije u potpunosti poznata, no istrazivanja upucuju na
njihovu ulogu u translaciji, transkripciji, organizaciji kromatina, rekombinaciji i
stani¢nom ciklusu (LI i sur., 2002.).

Mikrosateliti su vrlo podlozni pogreskama replikacije DNA zbog cestog
ponavljanja odredene grupe nukleotida. Te pogreske se iskazuju kao produljenje ili
skra¢ivanje mikrosatelita, tj. promjena broja ponavljanja grupe nukleotida, a nastaju
procesom pogresnog sparivanja skliznutog lanca (engl. slipped-strand mispairing) ili
klizanje DNA (engl. DNA slippage) (MOXON i WILLS, 1999.). Klizanje DNA nastaje
zbog pauziranja polimeraze i njenog odvajanja od DNA lanca. Mutacije mikrosatelitskih
lokusa su vrlo &este te su oko 10* puta eiée od tolkastih mutacija. Brzina mutacije
mikrosatelita iznosi od 10~ do 10” mutacijskih dogadaja po mikrosatelitskom lokusu, po
generaciji (BRUFORD 1 WAYNE, 1993.; MOXON i WILLS, 1999.; HANCOCK,
1999.). Mutacijski procesi mikrosatelita su kompleksni, i vazno ih je poznavati prilikom
pojedinih metoda statisticke obrade podataka. Kao najces¢i model mutacije mikrosatelita
predlaZze se ,,stepwise mutation model” (SMM), pri ¢emu se duZina lokusa mijenja
konstantnom brzinom prilikom replikacija, dodavanjem ili oduzimanjem jednog
ponavljanja (ELLEGREN, 2004.), dok kod ,infinite allele model*“ (IAM) svakom
mutacijom nastaje novi alel. Ucestalost mutacija raste s brojem ponavljanja.

Zbog vrlo Cestih mutacija mikrosateliti su jako polimorfni, te zbog nekodiranja za
proteine (neutralna evolucija) i kodominantnosti (mogu se razlikovati heterozigoti od
homozigota) predstavljaju izuzetno dobre genetske markere u istrazivanju populacijske

genetike, evolucije, identifikaciji jedinki 1 odredivanju srodstva medu jedinkama
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(JEFFREYS i sur., 1985.; NAKAMURA i sur., 1987.; WEISSENBACH i sur., 1992.;
FREDHOLM i WINTER®Q, 1996a.; FREDHOLM i WINTER®, 1996b.; ASHWORTH i
sur., 1998.; SIGNER i sur., 1998.; KASHI i SOLLER, 1999.).

Raznolikost mikrosatelita se dakle ocituje u razli¢itom broju ponavljanja jedinica
(nukleotida) Sto rezultira alelima razliitih duzina (GOODWIN 1 sur., 2007.). Vrste s
visokom razinom parenja u srodstvu, niskom brojnos¢u populacija, ucestalim ili
dugotrajnim pojavama uskog grla, tipi¢no oc€ituju niski polimorfizam i heterozigotnost, te
krac¢e mikrosatelite (DEWOODY i AVISE, 2000.; NEFF 1 GROSS, 2001.)

U odnosu na ostale genetske markere mikrosateliti su relativno kratki, do 500 pb,
a najcesce izmedu 50 1 150 pb, te se zbog toga mogu umnoziti iz vrlo male koli¢ine DNA
(uzorci dobiveni neinvazivnim metodama) ili stare degradirane DNA (arheoloski uzorci).
Zbog toga se mikrosateliti Cesto koriste kod istrazivanja forenzickih i1 arheoloSkih
materijala (HAGELBERG i sur., 1991.; BRUFORD i WAYNE, 1993.) ili pak pri
istrazivanju uzoraka izmeta, urina, dlake, perja ili oljustene koze tesko dostupnih divljih
zivotinja. Takoder, budu¢i da su mikrosateliti (najes¢e) vrsno specifi¢ni to smanjuje

mogucénost kontaminacije s DNA ne-ciljanih vrsta.

CACACACACACACACA
@] O O

konzervirana sekvenca mikrosatelit konzervirana sekvenca

Alel 1: CACACACACACACACA
Alel 2: CACACACACACACA
Alel 3:CACACACACA

Alel 4:CACACA

Slika 10. Mikrosatelitski lokus na molekuli DNA

Duljina alela mikrosatelitskog lokusa odreduje se umnaZanjem odredenog

mikrosatelitskog lokusa pomocu lan€ane reakcije polimerazom (PCR). PCR proizvodi
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zatim se razdvajaju elektroforezom na gelu ili u kapilarama s polimerima s visokim
razlu¢ivanjem, gdje se mogu razdvojiti fragmenti koji se razlikuju u samo jednoj bazi, te
se zatim odreduje duljina svakom pojedinom alelu, odnosno broj opetovanih specifi¢nih
sljedova u svakom alelu. Rezultati elektroforeze mogu se ocitavati na nekoliko nacina:
autoradiografijom (koriste se radioaktivno oznacene pocetnice za PCR), bojanjem PCR
proizvoda etidijbromidom ili srebrom, te danas najces¢e koriStenjem pocetnica oznacenih
fluorescentnim bojama i genskih analizatora (sekvenatora). U kapilarama sekvenatora
odvija se elektroforeza, pozitivno nabijene molekule DNA u polimeru (koji usporava
njihovo gibanje) krecu se prema negativnoj elektrodi. Duzi fragmenti se gibaju sporije od
krac¢ih i tako se razlikuju po duzini, a za utvrdivanje duzine usporeduju se s duzinskim
standardom. Na kraju svake kapilare nalazi se laser, pod kojim pocetnice oznacene
florescentnim bojama emitiraju odredenu valnu duljinu. Senzor sekvenatora (CCD -
charged coupled device camera) prepoznaje taj signal, odreduje valnu duljinu i zatim Salje
podatke u racunalo (Slika 11.). Podatci se analiziraju pomocu programa (najceS¢e ABBI
GenMapper' " ID) koji o¢itava duzinu alela na svakom lokusu i onda ih prezentira putem
elektroferograma, nizom pikova koji predstavljaju razlicite alele. Visine alela na

elektroferogramu proporcionalne su koli¢ini PCR produkta.

KAPILARA SENZOR

@ LIZORAK

PUFER FUFER

.
____J

NAPAJANJE

Slika 11. Shematski prikaz rada genskog analizatora (sekvenatora)
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2.11 Molekularno odredivanje spola

Kod vrsta kod kojih je spol odreden spolnim kromosomima, osnova odredivanja
spola molekularnim metodama je postojanje ili nepostojanja odredenih gena na spolnim
kromosomima. Dva najucestalija pristupa odredivanju spola pomoc¢u PCR reakcije jesu
umnazanje homolognih fragmenata na X i Y kromosomu te umnozavanje fragmenata
specificnih samo za Y kromosom. Kod umnazanja homologa na X i Y kromosomu
koriste se geni za amelogenin, kod kojih je bitan polimorfizam veli¢ine fragmenata
(NAKAHORI 1 sur., 1991.) i ZFX/ZFY (eng. zinc finger) geni, kod kojih je bitno
jedinstveno restrikcijsko mjesto (AASEN i MEDRANO, 1990.). 1z uzoraka dobivenih
neinvazivnim putem (BRADLEY i sur., 2001.), kao i kod degradirane DNA (BERUBE i
PALSBOLL, 1996.) Cesto je tesko dobiti umnazanje ZFX/ZFY fragmenata zbog njihove
duzine, dok se umnaZanjem kraceg dijela fragmenta moZe izgubiti jedinstveno
restrikcijsko mjesto (BERUBE i PALSB@LL, 1996.). Kod drugog pristupa se umnaza sry
gen koji je specifican za Y kromosom pa se produkt javlja samo kod muzjaka (GILSON i

sur., 1998.).

2.12 Dosadasnja molekularno genetska istrazivanja euroazijskog risa

Posljednjih desetak godina sve su ucestalija istrazivanja pripadnika roda ris
pomoc¢u metoda molekularne genetike. Iberijski ris trenutno je najugroZenija macka
svijeta, buduéi da je vrsta prisutna samo u Spanjolskoj, s oko stotinu jedinki u dvije
odvojene populacije. PALOMARES i sur. (2002.) su dizajnirali vrsno specificne
pocCetnice za mtDNA za identifikaciju iberijskog risa iz izmeta. Filogenetsku i
filogeografsku strukturu populacije istrazili su JOHNSON i sur. (2004.), dok su
PERTOLDI 1 sur. (2006.) istrazili utjecaj pada brojnosti populacije i fragmentacije
staniSta na morfoloska obiljezja vrste. Mnoga molekularno genetska istrazivanja
provedena su na kanadskom risu (MILLS i sur., 2000.; CARMICHAEL i sur., 2000.;
SCHWARTZ i sur.,, 2002.; SCHWARTZ i sur.,, 2003.; RUENESS i sur., 2003b.;
SCHWARTZ i sur., 2004; McKELVEY i sur., 2006.; CAMPBELL i STROBECK,
2006.).
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Najopseznija istrazivanja populacijske genetike euroazijskog risa do sada su
provedena na skandinavskoj populaciji. Ova populacija je doZivjela drastican pad
brojnosti pocetkom 20. stoljea, no posljednjih desetljeCa se oporavila i danas se
procjenjuje na oko 2000 jedinki (LINELL i sur., 2007b.). HELLBORG i sur. (2002.) su
istrazili gensku raznolikost 276 uzoraka risa iz Svedske, Norveske, Finske, Estonije i
Latvije. Utvrdili su da je mtDNA skandinavskih risova fiksirana, te da je prisutan samo
jedan haplotip kontrolne regije. Ukupno cCetiri haplotipa su utvrdena u Finskoj, Estoniji 1
Latviji, no svi su bili vrlo sli¢ni budu¢i da se razlikuju tek za jednu do cetiri baze u regiji
od 700 pb. Raznolikost mikrosatelita skandinavske populacije potvrdila je postojanje
uskog grla, te slabiju raznolikost skandinavske populacije od onih u Finskoj i Baltickim
drzavama.

SPONG i HELLBORG (2002.) su istrazili uzorke iz Svedske i Norveske na 12
mikrosatelita, i unato¢ povijesnim podatcima o uskom grlu Skandinavske populacije
(smanjenje veli¢ine populacije za 95 — 99%) genetski testovi nisu potvrdili znakove
uskog grla na mikrosatelitnim markerima. Smatraju da je to zbog malog broja koriStenih
mikrosatelita, no da i unato¢ velikom broju istrazivanih lokusa usko grlo moze ostati
nezabiljezeno ukoliko je trajalo krace razdoblje.

BERLIN (2007.) je istrazila upotrebu ne-invazivnih uzoraka i mikrosatelitnih
markera za identifikaciju jedinki Skandinavskog risa. DALIN (2007.) je istraZio
polimorfizam pojedina¢nih nukleotida — SNP (engl. single nucleotide polymorphism)
kontrolne regije euroazijskog risa, te upotrebu SNP i mikrosatelita u svrhu razlikovanja
vrste 1 identifikacije jedinki.

RUENESS 1 sur. (2003a.) istrazili su 303 uzoraka Skandinavske populacije s
ciljem analiziranja uzroka i mehanizama prostorne strukture populacije koja je prosla
kroz usko grlo. Toc¢nije, htjeli su testirati hipotezu HELLBORG i sur. (2002.) da se
Skandinavska populacija risa nakon uskog grla prosirila iz jednog izvora. Njihovi
rezultati upucuju na postojanje tri sub-populacije unutar Skandinavije, te dovode u pitanje
da li je ta podjela nastala nakon ili prije uskog grla u 20. stoljecu, pobijajuci hipotezu o
jednom izvoru te spekulirajuéi o postojanju drugih populacija za vrijeme uskog grla. Ovo
istrazivanje dovodi u pitanje PAMILO (2004.) analiziraju¢i rezultate RUENESS 1 sur.
(2003a.) pomoc¢u drugog modela. PAMILO (2004.) zakljucuje da Sirenje populacije iz
nekoliko izvora nje u potpunosti iskljuceno, no da je analiza kompatibilna s hipotezom

Sirenja iz jednog izvora.
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SCHMIDT 1 KOWALCZYK (2006.) razvili su metodu za prikupljanje uzoraka
dlaka euroazijskog risa, ucinkovitu za pracenje populacija niske gusto¢e. SCHMIDT i
sur. (2009.) istrazili su uzorke risa iz Poljske, Estonije i Latvije na 6 mikrosatelitskih
lokusa, te nisu pronasli tragove parenja u srodstvu i uocena je veca heterozigotnost nego
kod Skandinavske populacije. No rezultati ukazuju na smanjeni protok gena unutar
poljske populacije, zbog ¢ega upucuju na daljnja istrazivanja te populacije i mjere zastite.
BREITENMOSER — WURSTEN i OBEXER — RUFF (2003a., 2003b.) su istraZili gotovo
500 uzoraka euroazijskog risa iz reintroduciranih (Svicarska, Francuska, Dinaridi,
Bavarsko — Bohemijska) i autohtonih (Norveska, Svedska, Finska, Estonija, Latvija,
Slovacka, Ceska, Poljska, Rumonjska, Makedonija) populacija Europe. Svi su uzorci
istrazeni na 17 mikrosatelitskih lokusa. Reintroducirana populacija iz Svicarske pokazala
je nizu heterozigotnost i srednji broj alela u usporedbi s karpatskom populacijom od koje
potjeCe. Autohtone populacije imale su veéi broj rijetkih alela od reintroduciranih.
Reintroducirane populacije su se razlikovale od svojih izvornih populacija, osim
bohemijsko — bavarske koja se vrlo malo razlikuje od izvorne karpatske. Dvije
reintroducirane populacije u Svicarskoj takoder se medusobno razlikuju, te je veéa razlika
medu njima i izvornom karpatskom, nego izmedu reintrodicirane dinarske i izvorne
karpatske populacije. Filogenetsko stablo razdvaja tri jasne skupine (1) skandinavsku
populaciju (Svedska i Norveska), (2) Finsku i Balti¢ke zemlje (Estonija, Latvija) te (3)
populaciju u Karpatima, s iz nje proizlaze¢im populacijama u Dinaridima, Alpama, Jura i
Vosges planinama te u Bavarskoj Sumi. lako predstavljena s tek jednim uzorkom
balkanska populacija se jasno odvaja od ostalih. Genetski pomak jace se ocituje u
populacijama koje su zaete s malim brojem jedinki (populacije u Svicarskoj i dinarska)
nego u populacijama koje su imali ve¢i broj osnivaca (Bohemijsko — Bavarska i
populacija u Vosges planinama).

GUGOLZ 1 sur. (2008.) istrazili su mitohondrijsku DNA muzejskih uzoraka
autohtone Alpske populacije te ih usporedili s danasnjim populacijama euroazijskog risa.
Medu svim uzorcima pronadeno je sedam haplotipova kontrolne regije, a sva tri haplotipa
autohtonog alpskog risa ve¢ su opisana u skandinavskoj, finskoj i balti¢koj populaciji.
Autori predlazu postojanje pleistocenskog utoCista na jugu Europe, odakle su se risovi
prosirili na sjever. Autori predlazu odvojenu rutu rekolonizacije za podrucje Karpata ili
da je ¢ak za vrijeme Pleistocena u Karpatima postojala odvojena populacija. Zanimljivo
je da su medu tri uzorka balkanskog risa pronadena dva nova haplotipa, niti jedan do sada

nije opisan, od ¢ega jedan koji je jedinstven za to podrucje.
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Istrazivanje dinarske populacije, osim nekoliko uzoraka u radovima
BREITENMOSER — WURSTEN i OBEXER — RUFF (2003a., 2003b.) proveli su
POLANC (2003.), u sklopu izrade diplomskog rada te kongresno priopcenje
GOMERCIC i sur. (2006.). Oba autora istrazivala su kontrolnu regiju mitohondrijske
DNA, na malom broju uzoraka i kracem slijedu te utvrdili postojanje samo jednog

haplotipa.
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3. Materijal i metode
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3.1 Sakupljanje uzoraka

Invazivni uzorci (misi¢, koza i krv) prikupljeni u Hrvatskoj potje¢u od leSina
uginulih zivotinja (uzorci oznake LCRO) te od zivih Zzivotinja hvatanih za
radiotelemetrijska istrazivanja (uzorci oznake LO). U sklopu znanstveno-istrazivackog
projekta Ministarstva obrazovanja, znanosti 1 Sporta "Istrazivanje recentnih 1 fosilnih
velikih zvijeri u Hrvatskoj" (0053303, voditelj prof. dr. sc. Puro Huber) te u sklopu
provodenja Plana upravljanja risom u Republici Hrvatskoj prikupljane su leSine mrtvih
risova radi morfoloSkih 1 patoloskih istrazivanja. Za vrijeme razudbe uziman je uzorak
miSi¢nog tkiva koji je pohranjen u epruvete s 96% etilnim alkoholom. Tako uzeti uzorci
su Cuvani na -20° C na Zavodu za biologiju Veterinarskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu.

Slika 12. LeSina risa stradalog u krivolovu (autor J. Tomai¢)

U sklopu znanstveno-istrazivackog projekta Ministarstva obrazovanja, znanosti i
Sporta "IstraZivanje recentnih 1 fosilnih velikih zvijeri u Hrvatskoj" (0053303, voditelj
prof. dr. sc. Puro Huber), te u sklopu Interreg IIIA projekta ,,Prekograni¢na suradnja u
upravljanju, istrazivanju i zastiti dinarske populacije risa“ hvatane su zive zivotinje za

radiotelemetrijska istrazivanja. Risovi su hvatani pomoc¢u zamki koje fiksiraju Sapu ili
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pomocu kaveznih zamki, te su anestezirane kombinacijom 0.1%-tnog medetomidina 1
10%-tnog ketamina. Svaka Zivotinja je izmjerena, opremljena telemetrijskom ogrlicom,
oznacena mikroCipom, uzeti su uzorci krvi za genetska istrazivanja, a nakon obrade
zivotinje su pustene na mjestu hvatanja. Krv je pohranjena u staklene epruvete za
hematoloske analize (BD Vacutainer'  K3E) u kojima se nalazio antikoagulans EDTA,
te pohranjena na -20° C. Uzorci pod oznakom Ivan i Ana potjecu od mladunaca risa koji
su ,ostavsi bez majke, zalutali u dvoriste privatne kuce u Mrkoplju. Uzorak ZOO1 potjece
od risa uginulog u zagrebackom zooloskom vrtu. Suradnjom s istrazivac¢ima iz Slovenije,

Slovacke te Bosne i Hercegovine prikupljeni su uzorci iz tih zemalja.

Slika 13. Risovi obiljezeni radiotelemetrijskim ogrlicama Dinko, Ivek, Luna, Tisa (u

smjeru kazaljke na satu) (autori M. Sindi¢i¢, V. Slijepcevi¢, T. Gomercic)

Prikupljeno je ukupno 40 invazivnih uzoraka iz Hrvatske (16), Slovenije (5),
Slovacke (17), te Bosne i Hercegovine (2). Podatci o invazivnih uzorcima koriStenim u

ovom istrazivanju nalaze se u Tablici 2.
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Tablica 2. Popis invazivnih (misi¢, krv, koZa) uzoraka risa

Redni Oznaka uzorka | Tip Spol Datum Mijesto uzorkovanja

broj uzorka uzorkovanja

1 LO1 (Bela) krv z 16.12.2001. Hrvatska, Crni lug, NP
Risnjak

2 LO3 (Ivek) krv M 30.11.20086. Hrvatska, Mrkopalj

3 LO5 (Luna) krv z 07.11.2007. Hrvatska, Begova cisterna

4 LOG6 (Tisa) misic Z 07.02.2008. Hrvatska, Skrbi vrh

5 LO7 (Dinko) krv M 12.02.2008. Hrvatska, Leska, NP Risnjak

6 Ivan koza M 25.10.2005. Hrvatska, Mrkopalj

7 Ana koza z 25.10.2005. Hrvatska, Mrkopalj

8 LCRO1 misic¢ Z 10.09.1997. Hrvatska, Ostrovica-Kikovica

9 LCRO2 misi¢ z 06.02.1998. | Hrvatska, Skurinje, Rijeka

10 LCRO3 misi¢ M 13.02.1998. Hrvatska, Sveti Juraj,
Zrnovnica

11 LCRO4 misic¢ Z 11.09.1998. Hrvatska, Cesta Stara
Susica-Lisina

12 LCRO5 misic¢ nepoznat | 19.05.2004. Hrvatska, Gornji Starigrad
kod Senja

13 LCRO6 misic¢ M 22.09.2005. Hrvatska, MoSune

14 LCRO9 misic¢ Z 01.02.2009. Hrvatska, Dimovac

15 LCRO11 misic 2 10.6.2009. Hrvatska, Debeli vrh

16 LZOO1 misic¢ M 06.05.2009. Hrvatska, Zagreb ZOO

17 SLV1 misic nepoznat | 13.05.2008. Slovacka

18 SLV2 misic nepoznat | 26.05.2008. Slovacka

19 SLV3 krv nepoznat | 28.10.2002. Slovacka

20 SLV4 krv nepoznat | 29.10.2002. Slovacka

21 SLV5 krv nepoznat | 30.10.2002. Slovacka

22 SLV6 krv nepoznat | 31.10.2002. Slovacka

23 x001 misic nepoznat | nepoznat Slovacka, Bujakovo

24 x002 misic¢ nepoznat | nepoznat Slovacka, Staré Hory

25 x003 misi¢ M nepoznat Slovacka, Laboreecka
vrchovina, Stropkov

26 x006 misi¢ z nepoznat Slovacka, Bojnice

27 x007 misic¢ M nepoznat Slovacka, Chocskeé vrchy,
Turik

28 x008 misi¢ M nepoznat Slovacka, Kysucka vrchovina

29 x009 misié M nepoznat Slovaéka, Velka Fatra, Sturec

30 x010 misic¢ Z nepoznat Slovacka, Vtacnik, Jeleni
vrch

31 X011 misic¢ nepoznat Slovacka, Krupinska planina,
Lysec

32 x012 misic M nepoznat Slovacka

33 x013 misi¢ z nepoznat Slovacka

34 BIHO1 misi¢ nepoznat | 17.10.1999. Bosna i Hercegovina

35 BIH2 krv nepoznat | 2003. Bosna i Hercegovina

36 6y (R48) misi¢ M 27.02.2003. Slovenija, Vel. Gora

37 037y koza M nepoznat Slovenija, Loski potok

38 086y misic¢ Z 23.12.2001. Slovenija, LD Pivka

39 592y krv M 21.05.2005. Slovenija, MasSun

40 R19 (85y) misic¢ nepoznat | 18.09.2001. Slovenija, LD Draga - Trava
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Povijesni uzorci prikupljani su iz trofejnih lubanja i Stavljenih krzna, koji su se

nalazili u privatnom vlasnistvu ili su bili pohranjeni u zbirkama znanstvenih institucija

(Tablica 3., Slika 14.). 1z trofejnih lubanja uzet je uzorak kosti i hrskavice iz nosne

Supljine (nosna pregrada i hoane), a sa Stavljenih krzna je uziman uzorak mekusi te su

pohranjeni u papirnatu vrecicu. Prikupljena su ukupno 93 uzorka, od ¢ega 92 iz Hrvatske

te jedan iz Bosne 1 Hercegovine.

Tablica 3. Popis povijesnih uzoraka euroazijskog risa iz Hrvatske

Re | Oznaka | Datum Vlasnik trofeja Datum Lokalitet Spol | Tip uzorka
d. | uzorka | uzorkovanj stradanja
br. a
1 | LSO5 19.5.2009. | Drazen Poli¢, Delnice | 17.1.1993. Drgomalj M mekus
2 | LSO05 19.5.2009. | Drazen Poli¢, Delnice | 17.1.1993. Drgomalj M lubanja
3 | LS06 19.5.2009. | Drazen Poli¢, Delnice | 4.1.1994. izvor Kupice | Z lubanja
4 | LS07 18.5.2009. | Zlatko Bolf, Delnice | 20.9.1981. Petehovac Z mekus
5 | LS07 18.5.2009. | Zlatko Bolf, Delnice | 20.9.1981. Petehovac V4 lubanja
6 | LS09 18.5.2009. | Zoran Plese, Delnice | 2.1.1990. loviste Risnjak | M mekus
7 | LS09 18.5.2009. | Zoran Plese, Delnice | 2.1.1990. loviste Risnjak | M lubanja
8 | LS10 18.5.2009. | Zoran PleSe, Delnice | 5.6.1998. Petehovac, M mekus$
Dedin
9 | LS10 18.5.2009. | Zoran PleSe, Delnice | 5.6.1998. Petehovac, M lubanja
Dedin
10 | LS11 18.5.2009. | Ivan Volf, Delnice 28.11.1991. Glavica 7z mekus
11 | LSI11 18.5.2009. [ Ivan Volf, Delnice 28.11.1991. Glavica 7 lubanja
12 | LS12 18.5.2009. | Ivan Volf, Delnice 31.1.1983. Presika Z mekus
13 | LS12 18.5.2009. | Ivan Volf, Delnice 31.1.1983. Presika Z lubanja
14 | LSI13 19.5.2009. | Davor Ribi¢, Skrad 1990. Kupjackivth | M lubanja
15 | LS13 19.5.2009. | Davor Ribi¢, Skrad 1990. Kupjackivth | M mekus
16 | LS156 | 16.6.2009. | Milan Filipovi¢, Novi | 1990 Trojbukve, M mekus§
Vinodolski Rici¢ko bilo
17 [ LS159 | 16.6.2009. [ LD Jarebica Senj - - - lubanja
(lovac Zvonko
Tomaic)
18 | LS164 | 16.6.2009. | Zvonko Tomai¢, Senj | - - - lubanja
19 | LS166 | 16.6.2009. | Mareli¢ Ante, Senj 1994 loviste Sv. M lubanja
Juraj
20 | LS166 | 16.6.2009. | Mareli¢ Ante, Senj 1995 loviste Sv. M mekus
Juraj
21 | LS167 | 17.6.2009. | Tomislav Dragicevi¢, | 1992 Platak Z mekus§
Cavle
22 | LS168 | 17.6.2009. | Milutin Zoretic, - - - mekus
Zoretici
23 | LS169 | 17.6.2009. | Puro Segan, Litori¢ - - - mekus
24 | LS21 19.5.2009. | Tomislav Sporer, 1985-90 Suha Recina lubanja
Ravna Gora
25 | LS22 19.5.2009. | Milivoj Rupe, Skrad | 1984. Rudac 7 lubanja
26 | LS22 19.5.2009. | Milivoj Rupe, Skrad | 1984. Rudac 7 mekus§
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27 | LS23 19.5.2009. | Stjepan Stajduhar 1988. Rudac Vi lubanja
28 | LS23 | 19.5.2009. | Stjepan Stajduhar 1988. Rudag 7 mekug
29 | LS24 | 19.5.2009. | Stjepan Stajduhar 1988. Ruda¢ 7 mekus
30 | LS24 | 19.5.2009. | Stjepan Stajduhar 1988. Rudag 7 lubanja
31 | LS26 18.5.2009. | Nikola Mamula. 1.1.1994. Bijela Kosa - lubanja
Gomirje
32 | LS29 18.5.2009. | Tomislav Heski, 4.3.1980. Lovnik 7z mekus
Vrbovsko
33 | LS29 18.5.2009. | Tomislav Heski, 4.3.1980. Lovnik Z lubanja
Vrbovsko
34 | LS32 16.6.2009. | Mate Pavlicevic, 5.4.1987. - Z lubanja
Novi Vinodolski
35 | LS32 16.6.2009. | Mate Pavli¢evic¢, 5.4.1987. - Z mekus
Novi Vinodolski
36 | LS33 16.6.2009. | Ivica Butorac, Novi 28.2.1994. - 7 lubanja
Vinodolski
37 | LS33 16.6.2009. | Ivica Butorac, Novi 28.2.1994. - 7z mekus
Vinodolski
38 | LS34 16.6.2009. | Ivica Mataija, Novi 2.2.1988. Kosutnjak, Z lubanja
Vinodolski Novaljsko
polje
39 | LS34 16.6.2009. | lvica Mataija, Novi 2.2.1988. Kosutnjak, Z mekus$
Vinodolski Novaljsko
polje
40 | LS35 16.6.2009. | Stjepan Buneta, Novi | 24.11.1985. | Kosutnjak M lubanja
Vinodolski
41 | LS36 16.6.2009. | Boris Puhalovi¢, 28.2.1990. Kanclovo M lubanja
Dramalj
42 | LS38 16.6.2009. | Ivan Rubci¢ Brico, 10.6.1982. Kosutnjak Z lubanja
Novi Vinodolski
43 | LS39 16.6.2009. | Goran Sveti¢, Novi 3.2.1994. iznad Novog 7 lubanja
Vinodolski Vinodolskog
44 | LS43 16.6.2009. | Bogoslav Barac, 17.10.1982. Grizane (iznad | Z lubanja
Grizane kuce)
45 | LS45 16.6.2009. | Jadranko Cor, Selce 14.2.1988. Bribir (loviste | M lubanja
Vepar)
46 | LS47 18.5.2009. | Kresimir Crnkovic, 28.12.1986. Okrugljak Z mekus§
Brod Moravice
47 | LS48 | 18.5.2009. | Branko Stajduhar, 3.1.1992. Okrugljak 7 mekus
Brod Moravice
48 | LS48 18.5.2009. | Branko Stajduhar, 3.1.1992. Okrugljak Z lubanja
Brod Moravice
49 | LS49 19.5.2009. | Bogdan Starcevic, 1987. Kamenita M mekus
FuZine Glavica
50 | LS49 19.5.2009. | Bogdan Starcevic, 1987. Kamenita M lubanja
Fuzine Glavica
51 | LS56 16.6.2009. | Marin Sukurica, Senj | 25.7.1990. Vucdja glava, Z lubanja
iznad Senja
52 | LS56 16.6.2009. | Marin Sukurica, Senj | 25.7.1990. Vudja glava, Z mekus
iznad Senja
53 | LS57 16.6.2009. | Marin Sukurica, Senj | 23.8.1992. Vucja glava, M lubanja

iznad Senja
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54 | LSS58 16.6.2009. | Marin Sukurica, Senj | 25.6.1994. Borov vrh, Sj. | Z lubanja
Velebit

55 | LS60 18.5.2009. | Zlatko Bolf, Delnice | 25.9.1981. Petehovac M mekus

56 | LS61 18.5.2009. | Marko Vujnovi¢, - Litori¢, Z mekus$
Vrbovsko Lovnik

57 | LS61 18.5.2009. | Marko Vujnovic, - Litori¢, Z lubanja
Vrbovsko Lovnik

58 | LS62 18.5.2009. | Damir Dui¢, 1995 Bjelolasica M lubanja
Vrbovsko

59 | LS63 19.5.2009. | Tomislav Sporer, - - - lubanja
Ravna Gora

60 | LS64 19.5.2009. | Tomislav Sporer, 1995. - - lubanja
Ravna Gora

61 | LS65 19.5.2009. | Tomislav Sporer, 1995. Bjelolasica - lubanja
Ravna Gora

62 | LS66 19.5.2009. | Tomislav Sporer, - - - lubanja
Ravna Gora

63 | LS67 19.5.2009. | Ivan Jakovac, Ravna | 1988. lov. M mekus
Gora Bjelolasica

64 | LS68 19.5.2009. | Ivan Jakovac, Ravna | 1988. lov. 7z mekus
Gora Bjelolasica

65 | LS69 19.5.2009. | Mladen Herljevic, 1988. Planiste M mekus
Ravna Gora

66 | LS69 19.5.2009. | Mladen Herljevi¢, 1988. Planiste M lubanja
Ravna Gora

67 | LS70 19.5.2009. | Tomislav Sporer, - - - mekus
Ravna Gora

68 | LS71 18.5.2009. | Matija Petranovic, - - mekus
Delnice

69 | LS72 19.5.2009. | Zeljko Podobnik, 1995. Visnjevica, M mekus
Ravna Gora Jur¢ikov laz

70 | LS73 19.5.2009. | Zeljko Podobnik, 1082. Bjelolasica, mekus
Ravna Gora Loncari¢eva

cesta

71 | LS80 19.5.2009. | Tomislav Sporer, - - - mekus
Ravna Gora

72 | LS81 19.5.2009. | Tomislav Sporer, - - - mekus
Ravna Gora

73 | LS82 19.5.2009. | Tomislav Sporer, - - - mekus
Ravna Gora

74 | LS83 19.5.2009. | Tomislav Sporer, - - - mekus
Ravna Gora

75 | LS84 19.5.2009. | Grguri¢ Miro 1982, Kupjackivth | Z lubanja

76 | LS84 19.5.2009. | Grguri¢ Miro 1982. Kupjacki vth | Z mekus

77 | LS85 19.5.2009. | Drazen Poli¢, Delnice | 1995. Javornik mekus$

78 | LS86 19.5.2009. | Davorin Cencic¢, 1990. Rogozno, lov. Z mekus$
Lokve Lokve

79 | LS87 19.5.2009. | Boris Skrinjar, 1987. Rogozno M mekus
Fuzine

80 | LS88 27.8.2009. | Marijan Malnar; 1984. - Z lubanja
Trsce

81 | LS88 27.8.2009. | Marijan Malnar; 1984. - 7 mekus
Trsée
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83 | LS89 27.8.2009. | Marijan Miheli¢, 1987. - Z mekus
Trsce
84 | LS90 27.8.2009. | Miljenko Malnar, 1992. - M mekus
Vode
85 | LS91 27.8.2009. [ Milivoj Klepac, Vode | 1989. - 7 mekus$
86 | LS92 27.8.2009. | Zdenko Cop, Gerovo | 1989. Kupicki vrh 7 mekus
87 | LS93 27.8.2009. | Zdenko Cop, Gerovo | 1993. Segina 7 meku§
88 | LS9%4 27.8.2009. | Damir Wolf, Smrecje | 1987. iznad Smrecja | M mekus
89 | LS95 27.8.2009. | Zdenko Lipovac, 1994, Crna gora, M lubanja
Cabar Cabar
90 | LS95 27.8.2009. | Zdenko Lipovac, 1994. Crna gora, M mekus
Cabar Cabar
91 | 00192 - - - Hrvatska - preparirana
koza
92 |1 00194 - - - Hrvatska - preparirana
koza
93 | BiH3 - - - Bosna i - preparirana
Hercegovina koza

Slika 14. Trofejna lubanja 1 krzno LS26

Neinvazivni uzorci izmeta i dlaka prikupljeni su u Hrvatskoj u sklopu istrazivanja

Interreg IIIA projekta ,,Prekograni¢na suradnja u upravljanju, istrazivanju i zastiti

dinarske populacije risa® (Tablica 4.). Pri tome su koriStene zamke za prikupljanje

uzoraka dlake risa (SINDICIC i sur., 2007.). Zamke su bile izradene od jelovih stupica,

dimenzija 5 x 3 x 110 cm. Na svaki stupi¢ je postavljeno 40 cm bodljikave zice 1 dvije

¢icak trake, dimenzija 3 x 25 cm (Slika 15.). Mirisni mamac sastavljen je od mjeSavine
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vazelina te etericnog ulja biljke Nepeta cataria (kod nas poznata kao macja trava ili
macja metvica). Glavna kemijska supstanca etericnog ulja je nepetalacton, koji na macke
djeluje kao afrodizijak te izaziva psiho - seksualni efekt trljanja. Pri tome uzorak dlake
biva uhvaéen zicom ili ¢i¢ak trakom. Nakon testiranja u ljubljanskom zooloskom vrtu,
ukupno 127 zamki je postavljeno u dvije linije, medusobne udaljenosti 400 — 500 m,
pokrivajuéi oko 60 kilometra Sumskih cesta Gorskog kotara. Postavljene su na mjestima
koje risovi koriste za markiranje terena (izboCene stijene, grmlje, drvece, napustene
Sumske kuce) 1 na putovima za koje je poznato da ih risovi koriste (podaci dobiveni
telemetrijskim prac¢enjima i od lovocuvara). Zamke su obilazene jednom tjedno, a mamci
su se obnavljali mjesecnim ritmom. Dlake, za koje se pretpostavljalo da pripadaju risu su

bile pohranjene u papirnate vrecice.

Slika 15. Zamka za prikupljanje uzoraka dlaka risa (autor M. Sindi€i¢)
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Slika 16. Karta s lokacijama uzoraka prikupljenih u Hrvatskoj
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Tablica 4. Popis neinvazivnih uzoraka (izmet, dlake, krv na snijegu) euroazijskog risa iz

Hrvatske
RB | Oznaka uzorka Tip uzorka Datum Mjesto
uzorkovanja uzorkovanja

1. JT218 izmet 04.09.2005. Velebit

2. DPH200410161150 izmet 16. 10. 2004. Leska (NPR)

3. 00170 izmet nepoznat nepoznat

4. JKO16 izmet 09.08.2004 Frbezari
(JK200409080800)

5. VS200612261132 izmet 26.12.2006. nepoznat

6. JKO17 1zmet 09.08.2004 Frbezari
(JK200409080801)

7. JT222 izmet nepoznat nepoznat

8. JKO019 izmet 08.09.2004 Frbezari
(JK200409080803)

9. 00169 izmet nepoznat nepoznat

10. | JT217 izmet 03.09.2005 Velebit

11. | JKO1S izmet 08.09.2004 Frbezari
(JK200409080802)

12. [ JT239 izmet 20.09.2006 Velebit

13. | JT175 izmet 22.03.2005 Velebit

14. [JT151 1zmet 08.08.2004 Velebit

15. | JK020 izmet 08.09.2004 Frbezari
(JK200409080804)

16. | LH1 dlaka 05.12. 2007. Gorski kotar

17. | LH2 dlaka 11.05.2008. Gorski kotar

18. | LH3 dlaka 04.12.2007. Gorski kotar

19. | LH4 dlaka 05.12.2007. Gorski kotar

20. | LCRO13 dlaka 9.09.2009. Juzni Velebit
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3.2 Izolacija DNA

DNA iz invazivnih uzoraka izolirala sam upotrebom komercijalnog kita
ChargeSwitch® gDNA Tissue Kits, Invitrogen. Izolacija DNA radena je prema protokolu
proizvodaca. Kit izolira DNA koriste¢i tehnologiju magnetnih kuglica, ¢iji povrSinski
naboj se mijenja ovisno o otapalu (buffer) u kojem se nalazi. U otapalu niskog pH
magnetne kuglice su pozitivno nabijene i privlace negativno nabijenu nukleinsku kiselinu.
Proteini i ostali zagadivaci otopljeni u otapalu se jednostavno uklone, dok se kuglice (na
koje je privu¢ena DNA) pomocu magnetnog stalka (MagnaRack) formiraju u ¢vrstu
smjesu. Podizanjem pH otapala na 8.5 naboj kuglica se neutralizira i nukleinska kiselina

se otpusta u otapalo.

Postupak izolacije DNA iz invazivnih uzoraka misi¢nog tkiva:

1. Ukupno 3 do 5 mg tkiva miSi¢a usitnjeno je pomocu skalpela u Petrijevoj zdjelici.
Za svaki uzorak koriSten je novi skalpel i nova zdjelica.

2. U sterilne, plasti¢ne epruvetice od 1,5 mL stavljeno je usitnjeno tkivo, dodano je 1
ml Lysis Mixa, vortexirano 10 do 15 sekundi, te inkubirano preko no¢i na 55°C.

3. Nakon inkubacije u lizirani uzorak dodano je 5 ul RNAase A i inkubirano na
sobnoj temperaturi 5 minuta.

4. U epruetu je dodano 200 pl ChargeSwitch® Purification Buffera i 40 pl
ChargeSwitch® Magnetic Beads. Uzorak je inkubiran na sobnoj temperaturi
tijekom 1 minute 1 zatim postavljen na MagnaRack da se formira Cvrsta smjesa
magnetnih kuglica.

5. Pomocu pipete je uklonjen supernatant, pri ¢emu se trebalo paziti da se ne
uznemiri formiranu smjesu magnetnih kuglica.

6. Dodano je 1 ml ChargeSwitch® Wash Buffera, nakon &ega je uzorak opet
postavljen na MagnaRack da se formira ¢vrsta smjesa.

7. Supernatant je uklonjen pomocu pipete i proces ispiranja je ponovljen jo$ jednom.

8. Nakon toga uzorku je dodano 150 pl ChargeSwitch® Eluation Buffera (10mM
Tris-HCL, pH 8.5) i1 inkubirano na sobnoj temperaturi 5 min.

9. Uzorci su zatim postavljeni na MagnaRack stalak da se formira ¢vrsta smjesa 1
supernatant u kojem se nalazi otopljena DNA je otpipetiran u sterilnu epruvetu, a

eprueta s magnetnim kuglicama je bacena.
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Prilikom svake izolacije niza od 12 uzoraka radila sam i jednu negativnu kontrolu.

Izolirana DNA je pohranjena na -20° C.

Krv je odmrznuta, promijeSana okretanjem epruvete te je 20 ul krvi pipetirano na
kartone za konzerviranje krvi Bloodstain Card, Whatman®. Nakon 10 minuta suSenja
kartoni su usitnjeni pomocu skalpela 1 zatim je za izolaciju DNA koriSten isti protokol
kao za uzorke miSi¢a. Prilikom svake izolacije skupine od 12 uzoraka radila sam 1

negativnu kontrolu. Izolirana DNA je pohranjena na -20° C.

Izolacija iz uzorka kosti i hrskavice prikupljenih iz nosne Supljine risjih lubanja
napravljena je u Laboratoriju za sudsku genetiku Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu 1 citologiju, Klini¢kog bolni¢kog centra — Medicinski fakultet Split. DNA je
izolirana modificiranim postupkom izolacije sa smjesom fenol kloroform izoamil
alkohola. Prilikom svake izolacije radila se i negativna kontrola. Izolirana DNA je

pohranjena na -20° C.

Postupak izolacije DNA iz povijesnih uzoraka lubanja:

1. U polipropilensku (PP) epruvetu stavi se 1 g usitnjenog uzorka kosti, doda se 3
ml izolacijskog pufera (5 ml 100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 5 ml 1 M NaCl; 25 ml
100 mM EDTA, pH 8,0; 2,5 ml 10% natrij dodecil sulfata (SDS) i redestilirana
voda do 50 ml) i 100 pl (20 mg/ml) Proteinaze K.

2. Dobro se protrese i inkubira u vodenoj kupelji na 56 °C, 48 sati, uz protresivanje.

3. Nakon inkubacije, uzorku se doda 3 ml smjese fenol kloroform izoamil alkohol u
omjeru 25:24:1, te ponovi postupak jos jednom.

4. Centrifugira se 2 minute na 5000 rpm, te gornji sloj prebaci u ¢istu PP epruvetu.

5. Doda se 3 ml butanola, promijesa te ponovo centrifugira.

6. Odbaci se gornji sloj, a donji se prebaci u mikrokoncentrator (Amicon Centricon
100). Centrifugira se 45 minuta na 2600 rpm.

7. Odbaci se donji sloj, a u gornji sloj se dodaju 2 ml Tris-EDTA (TE) pufera (10
mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8) ili dd H,O. Centrifugira se 30 minuta
na 2600 rpm. Ponoviti postupak dva puta.

8. Gornji dio Amicon cjevcice okrene se u obrnuti poloZaj i centrifugira 2 minute na

2600 rpm. Dobiveni filtrat na dnu cjevcice trebao bi sadrzavati izoliranu DNA.
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Izolacija iz mekus$i prikupljenih sa Stavljenih krzna risa napravljena je pomocu

komercijalnog kita ChargeSwitch®” Forensic DNA Purification Kits, Invitrogen, pri ¢emu

je koristen protokol proizvodaca. Prilikom svake izolacije radila se i negativna kontrola.

Izolirana DNA je pohranjena na -20° C.

Postupak izolacije DNA iz povijesnih uzoraka mekusi sa Stavljenih krzna:

1.

Ukupno 3 do 5 mg tkiva mekus$i usitnjeno je pomocu skalpela u Petrijevoj
zdjelici.

U sterilne, plasti¢ne epruvetice od 1,5 mL stavljeno je usitnjeno tkivo, dodano je 1
ml Lysis Mixa, vortexirano 10 do 15 sekundi, te inkubirano tijekom 24 h na 55°C.
U epruvetu s liziranim uzorkom je dodano 200 pl ChargeSwitch® Purification
Buffera i 20 pl ChargeSwitch® Magnetic Beads.

Nakon 1 — 5 min inkubacije na sobnoj temperaturi, epruveta je postavljena na
MagnaRack stalak da se formira ¢vrsta smjesa.

Nakon toga pomocu pipete je uklonjen supernatant, pri ¢emu se trebalo paziti da
se ne uznemiri formiranu smjesu magnetnih kuglica.

Uzorak je zatim ispran pomoéu 500 pl ChargeSwitch® Wash Buffera, nakon ¢ega
je uzorak opet postavljen na MagnaRack da se formira ¢vrsta smjesa.

Supernatant je uklonjen pomocu pipete 1 proces ispiranja je ponovljen jo§ jednom.
Nakon toga uzorku je dodano 150 ul ChargeSwitch® Eluation Buffera i inkubirano
na sobnoj temperaturi 5 min.

Uzorci su zatim postavljeni na MagnaRack da se formira Cvrsta smjesa i
supernatant u kojem se nalazi otopljena DNA je otpipetiran u sterilnu epruetu, a

eprueta s magnetnim kuglicama je bacena.

Izolacija iz neinvazivnih uzoraka (dlake, izmet, krv na snijegu) napravljena je pomocu

komercijalnog kita ChargeSwitch®” Forensic DNA Purification Kits, Invitrogen, pri ¢emu

je koristen protokol proizvodaca, kao §to je opisano kod izolacije uzoraka mekusi.
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3.3 Kontrolna regija mtDNA

3.3.1 Lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Da bi dobila dovoljnu koli¢ina molekula kontrolne regije mtDNA izoliranu DNA
umnozila sam lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR). Kod provodenja PCR-a
koristene su pocetnice L15997 (5'-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3") (WARD i sur.,
1991.) i HI16498 (5" -CCTGAAGTAAGAACCAGATG-3") (MEYER i sur., 1990.),

kojima nastaje produkt duzine 850 parova baza.

Koristila sam liofilizirane pocetnice iz Invitrogen ™. Prije koriStenja pocetnice
sam otopila u deioniziranoj vodi, s ciljem dobivanja temeljne (engl. stock) otopine
koncentracije 100 pM, koja se moze Cuvati na -20° C. Za daljnje koriStenje napravila sam

smjesu obje pocetnice (10XPM), svaka u koncentracije 2 pM.

Za pripremu PCR smjese koristen je "Platinum® PCR SuperMix, Invitrogen" koji

sadrzi:
- Taq DNA polimerazu s Platinum® Taq antitijelima
- 22 mM Tris-HCL (pH 8.4)
- 55mM KCl
- 1.65 mM MgCl,

- 220 uM dNTP Mix koji sadrzi dGTP, dATP, dTTP, dCTP.

Umnazanje kontrolne regije mtDNA sam radila u smjesi koli¢ine 55 pL koja je sadrzavala:

10 pul DNA, 5 ul otopine primera, 40 pl Platinum® PCR SuperMix, Invitrogen.

PCR reakcije su provodene u plasticnim epruveticama od 0,2 ml, MicroAmp
Reaction Tubes (8 Tubes/Strip) i MicroAmp Caps (8 Caps/Strip), Applied Biosystems.
Reakcija se provodila koriste¢i uredaj Veritt 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems) na Zavodu za anatomiju, histologiju 1 embriologiju Veterinarskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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Optimizirani uvjeti izvodenja PCR (temperatura i trajanje svakog koraka, te broj

ciklusa) bili su slijedeci:

1. 92°-2 min
2. 35 ciklusa: 94° - 30 sek, 48° - 30 sek, 72° - 120 sek
3. 72°-10 min

3.3.2 Provjera PCR proizvoda elektroforezom na agaroznom gelu

Prisutnost PCR proizvoda provjeravala sam elektroforezom na 1,5%-tnom
agaroznom gelu. Gel je pripremljen otapanjem 0,75 g agaroze (Certified™ PCR Agarose,
Bio-Rad, SAD) u 50 ml 1 X TBE pufera te zagrijavanjem do vrenja, sve dok se agaroza
nije potpuno otopila. U agarozu je dodan SYBR Safe Gel stain Spl. Ohladena otopina je
prelijevena u kalup te je postavljen ceSalj za jazice. Nakon toga se gel na sobnoj

temperaturi polimerizira.

0,5X TBE pufer sadrzi 0,045 M Tris-borat i 0,001 M EDTA, a dobije se
razrjedivanjem ,,stock® otopine 5X TBE (koja se prireduje otapanjem 54 g Tris baze, 27,5
g borne kiseline i 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8 u destiliranoj vodi, tako da kona¢ni volumen

otopine iznosi 11).

Iz gela je nakon polimerizacije izvucen ceSalj i stavljen je u kadicu za
elektroforezu u kojoj se nalazio 1 X TBE pufer. Na parafilmu je izmijeSano 5 pl PCR
proizvoda i 2 pl pufera (LB pufer, engl. loading buffer), koji sadrzi 0,25% bromfenol
plavila, 0,25% ksilencijanol fluorofosfata 1 15% fikola, te naneseno u gel. U prvu jazicu
nanesen je biljeg velicine DNA fragmenata koji se sastoji od 10 dvolancanih DNA
molekula veli¢ina 100 pb, 200 pb, 300 pb itd., do 1000 pb (100 bp Molecular Ruler, 100
pug/ml, Bio-Rad, SAD). Elektroforezom je provjereno da li je doSlo da umnazanja

umnozenog fragmenta ili nije, te da li su se pojavili dodatni, nespecifi¢ni fragmenti.

Elektroforezu sam provodila na sobnoj temperaturi, pri naponu od 90 V, a trajala
je 30 minuta. Gelovi su promatrani u transiluminatoru te takoder fotografirani digitalnim

fotoaparatom.
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3.3.3 Sekvenciranje kontrolne regije mtDNA

PCR proizvode poslala sam na sekvenciranje u servis "Invitrogen", Seul, Koreja
koji koristi 96-kapilarni genski analizator "ABI3730x1 DNA Analyzer", Applied
Biosystems. Usuga je takoder ukljucivala procis¢avanje PCR proizvoda. Svi uzorci
sekvencirani su u dva smjera. Rezultati sekvenciranja dobila sam u elektronickom obliku
i to kao PDF, AB1 i TXT datoteke. Rezultate slijeda kontrolne regije mitohondrijske

DNA svakog pojedinog uzorka dobila sam i u obliku kromatograma.

3.3.4 Analiza rezultata sekvenciranja

Sljedove sam analizirala u BioEdit programu (HALL, 1999.). U BioEditu je
implementiran ClustalW program (THOMPSON i sur., 1994.) kojim sam izvrsila

viSestruko sravnjenje sljedova DNA 1 identificirala sva polimorfna nukleotidna mjesta.

3.3.5 Provjera da li neinvazivni uzorci pripadaju euroazijskom risu

Za neinvazivne uzorke izmeta i dlake sam provjerila da li pripadaju euroazijskom
risu tako da sam njihove sljedove unijela u internet bazu podataka GenBank, odnosno

NCBI - National Center for Biotechology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) te

sam pomocu alata BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), koji pronalazi sljedove
slicne slijedu kojeg sam istrazivala (megablast ili nucleotide-nucleotide blast) utvrdila

kojoj vrsti pripadaju.

3.3.6 Usporedba sljedova koristenih u ovom istrazivanju sa sljedovima preuzetim iz

GenBank baze podataka

GenBank, odnosno NCBI - National Center for Biotechology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pretrazila sam BLAST-om (Basic Local Alignment
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Search Tool), koji pronalazi sljedove slicne slijedu kojeg sam istrazivala (megablast ili

nucleotide-nucleotide blast).

3.3.7 Prikaz odnosa izmedu haplotipova

Program MEGA v.4 (TAMURA i sur., 2007.) koristila sam kod provedbe

filogenetske analize haplotipova istrazivanih zivotinja.

»Kimura 2-parametra® model (KIMURA, 1980.) koristila same kod procjene
evolucijske udaljenosti. Filogenetsko stablo rekonstruirano je ,,neighbor-joining* (NJ)
metodom. Na isti nacin provedeno je i 1000 ,bootstrap® poduzorkovanja, te dobivene
,bootstrap® vrijednosti pouzdanosti. Konacno stablo kondenzirano je kalibriranjem

¢lanaka sa ,,bootstrap* vrijednostima manjim od odabranih 30%.

3.4 Genotipizacija mikrosatelitskih lokusa

Iz literature sam izabrala ukupno 22 mikrosatelitna lokusa te SRY gen za
odredivanje spola (Tablica 5.). Po€etnice za umnazanje lokusa su ili vrsno specificne za
euroazijskog risa (CARMICHEAL 1 sur., 2000.) ili su dizajnirane za druge vrste iz
porodice macaka (sumatranski tigar, domaca macka) ali se mogu upotrebljavati kod risa
budu¢i da su sljedovi koji okruzuju mikrosatelite ostali konzervirani kod srodnih vrsta
(MENOTTI-RAYMOND 1 sur., 1999.; WILLIAMSON i sur., 2002.; BUTLER 1 sur., 2002.;
BELLEMAIN i TABERLET, 2004.).
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Tablica 5. Popis istrazivanih mikrosatelitskih lokusa

OCEKIVANA
LOKUS POCETNICA BOJA VELICINA I1ZVOR GEN%BANK
ALELA (BP) 0
(F) TCTCCACAATAAGGTTAGC 6- CARMICHEAL 1
LClO6 (R) GGGATCTTAAATGTTCTCA FAM 96_108 sur.,. 2000 AF288054
(F) CCTCCTTCCAGGATGCCA 6- WILLIAMSON i sur.,
HDZ700 (R) AGGATGGGGGAAARATCTCTC FAM 133-149 2002. AF296747
(F) TCTGCAGGACCAGTCAGATG 6- MENOTTI-

FCA20L | o maomnceres | FAM 90-169 RAYMl(gé\éDlsur., AF130563
FCA369 | (FJTGARGRGCAGRAATAGCTTCCA | G- 156-184 RAIS\(/Ill\E/IIj)CIzI?)TiI_ AF130623
(R) TTTTTTGAGGTTTTTTGCAGC FAM 1699 sur.,

FCA293 (F) GATGGCCCAAAAGCACAC 6- 204 RAI\S/lel\Edl\(I)(IleII;TiI ) AF130598
(R) CCCACATCTTGTCAACAACG FAM 1999 sur.,

FCA506 | (F)AATGACACCAAGCIGTTGICC 6- 182-258 RABS/(III\EAI\(I)(I)\III;TiI;m AF130639
(R) AGAATGTTCTCTCCGCGTGT FAM 1999 ”

FCA 650 | (F)SCRCATIGIGACAATACACACG |y 116-138 RAI\;III\E/II\(I)(I)\I%T'I . AF130683
(R) AGGTTTCTAGAAGGTTCCCAGG 1999 1sur,

(F) GGARATTAGGAGCTCTGCCA MENOTT.I i
FCA247 | () e eotaaoecce | VIC 149-151 RAYMOND isur, | AF130583

1999.
(F) ATCAAGGCCAACTGTCCG MENOTTI-
FCAI32 | o e tanamnacee | VIC 137-152 RAYMI(S;Dlsur., AF130535
F85 | (o) asescncommonontocccr | VIC 175311 | BUTLERisur,2002. | AY988120
FCA39] | () GCCTICTAACTICCITGCAGA |y 129-273 RAI\\?I&I\(;?\JET'I_ AF130624
(R) TTTAGGTAGCCCATTTTCATCA - 1999 1sur.,
F53 gg SacReTRGRGRTCRCT | VIC 288-344 BUTLER i sur, 2002. | AY988119
FCA742 (F&f;ﬁéiiiggiéiﬁﬁiggﬁﬁ NED 122-175 BUTLER i sur, 2002. | AY988143
FCA001 (F) TGCTTGTCCTCTCCCTCG NED 190-212 RAI\S/(Ill\EAIj)(Ilel];TiI sur AF130472
(R) TGACTGCGCCATAGCTTTC 1999 ”
(F) TCCCTTGGGACTAACCTGTG MENOTT.I_
FCAS2 | () oncnomnaemmcooms | NED 239-246 RAYMOND isur, | AF339955
1999.
(F) ACTGCGAGAGGACTTTCGAA MENOTT.I )
FCAI23 | () cencors | NED 137-149 RAYMOND isur., | AF130530
1999.
(F)TGGAAAAATGTGGAATACTGAA MENOTTI-
FCAd24 | e omenensocne | NED 159-187 RAYMl(gé\;Dlsur., AF130625
(F) TCAGGGTTTTCCAGAGARACA MENOTTI-
FCAS67 | ) enenoncnncnonnomoonee | PET 92-106 RAYMl(gé\éDlsur., AF130661
; MENOTTI-
FCA559 ER; T onaoneT | PET 113-195 RAYMOND isur, | AF130659
1999,
F) TTA ATACACA T A MENOTTI_
FCA161 ((R)) ACCoRTACRCACTTOCCR | PET 179-187 RAYMOND isur, | AF130549
1999,
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(F) CTCACACAAGTAACTCTTTG MENOTTI_
F115 (R) CCTTCCAGATTAAGATGAGA PET 193-217 RAYI\/II(Q);\;D 1sur., AY988109
(F) TGAAGGCTAAGGCACGATAGA MENOTTI_
FCA723 (R) CGGAAAGATACAGGAAGGGTA PET 243-317 RAYI\/Il(g);\;D 1sur., AY988124
) .
SRY GAACGCATTCTTGGTGTGGTC BELLEMAIN 1
[®R) TABERLET, 2004.
TGATCTCTGAGTTTTGCATTTG

F (forward) oznacuje pocetnice koje se vezu na 5° kraju matrice lanca DNA, a R
(reverse) oznacuje pocetnice koje se vezu na 3" kraju lanca. Jedna od pocetnica za svaki
lokus oznacena je fluorescentnom bojom, koje se kovalentno vezu na 5° kraju pocetnice.
Upotrijebila sam pet boja (najviSe moguce): 6-FAM (plava), VIC (zelena), NED (zuta)
PET (crvena) i LIZ (narancasta). Duljinski standard GS500-Liz (Applied Biosystems)
koji se dodaje PCR produktima, oznacen je s LIZ.

3.4.1 Optimizacija lan¢ane reakcije polimerazom

Cilj optimizacije jest definirati multiplekse, odnosno skupine mikrosatelitskih
lokusa koji se mogu umnoziti u zajedni¢koj PCR reakciji. Pojedina¢no umnazanje svakog
lokusa u posebnoj reakciji dugotrajan je 1 preskup proces. Prilikom zdruzivanja
mikrosatelitnih lokusa u multiplekse potrebno je paziti na duzinski raspon (engl. allelic
range) svakog lokusa tako da se fragmenti lokusa koji su obojani istom bojom medusobno
ne pokrivaju (Slika 16.), te da se lokusi unutar istog multipleksa optimalno umnaZzaju na
istoj temperaturi. Takoder je potrebno paziti na razmjere medu koncentracijama pojedinih
pocetnica zbog medusobne kompetitivnosti 1 stvaranja dimera pocetnica (engl. primer
dimers) - kao nusproizvod PCR reakcije molekule pocetnica se spajaju (hibridiziraju)
komplementarnim bazama na 3" kraju lanca, DNA polimeraza ih amplificira te time koci

amplifikaciju ciljane molekule DNA.
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Slika 16. Duzinski rasponi svih analiziranih lokusa

Takoder, cilj optimizacije mi je bio utvrditi protokol pomocu kojeg se na
elektroferogramu dobiju priblizno jednake visine alela na svakom lokusu. Problem koji se
javlja prilikom analiziranja rezultata na elektroferogramu jesu tzv. pull up-i, pojava kada
zbog velike koli¢ine pocetnica i kvalitetne DNA nastane velika koli¢ina PCR produkta,
Sto se onda na elektroferogramu ocituje kao vrlo visoki alel koji probija i u susjednu boju
te otezava definiranje alela. Taj problem se rjeSava prilagodavanjem koncentracije
pocetnica i brojeva ciklusa umnazanja ¢ime se postize ravnoteza izmedu visina alela. Jo$
jedna pogreska koja se koja se javlja prilikom PCR amplifikacije mikrosatelita in vitro, a
otezava tumacenje rezultata na elektroferogramu, je isklizavanje lanca prilikom
replikacije (engl. replication slippage) a ocituje se sa ,,stutter bands* — produktima koji se
razlikuju u broju ponavljanja (1, 2 ili 3 ponavljanja su kraci), Sto se na elektroferogramu
vidi kao jednako udaljeni pikovi padajuce visine lijevo od alela.

Procesom optimizacije dobiva se optimalni PCR protokol kojim se umanjuju
greske. Izvor greSaka kod sekvenciranja mikrosatelita su pogreske amplifikacije,

pogresno tumacenje artefakata (pull up-ova, stutter band-ova) kao alela, kontaminacija,
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pogresno oznacavanje uzoraka ili pogreSan unos podataka o uzorku (BONNIN 1 sur.
2004). Pogreske koje se javljaju kod amplifikacije su nul aleli (engl. allelic dropout) 1
lazni aleli (engl. false allels), koji nastaju kao posljedica stohasticne greske kod
pipetiranja i amplifikacije. Nul aleli se najces¢e javljaju kod amplifikacije malih koli¢ina
DNA, pa se stohasticno jedan alel umnozi viSe nego drugi tj. jedan alel se uopce ne
umnozi. Tada imamo pojavu da se heterozigot o€ituje kao lazni homozigot. Suprotno kod
pojave laznih alela homozigot se interpretira kao heterozigot ili se kod heterozigota
ocituje pojava treceg alela.

Proces optimizacija odvija se tako da se na temelju teoretske optimalne
temperature umnazanja mikrosatelitskih lokusa, duzina fragmenta i boje kojom su
oznaceni lokusi rasporede u multiplekse, te se zatim testiraju PCR reakcije na
temperaturnim gradijentima (raspon izmedu najviSe 1 najnize potencijalne temperature na
kojoj se umnazaju lokusi) i s razli¢itim koncentracijama pocetnica da bi se utvrdili

optimalni uvjeti umnazanja svakog mikrosatelitnog lokusa.

3.4.2 Lancana reakcija polimerazom

Budu¢i da prilikom obrade velikog broja uzoraka moze do¢i do pogreske zbog
ljudskog faktora (zamjena uzoraka, pogreske prilikom pipetiranja) utvrdila sam sistem
laboratorijskog rada kojim se preveniraju takve pogreske. Pripremljen je protokol za rad u
Excel formatu u koje se unosi broj uzoraka koji se analizira. Program automatski
izraCunavaju potrebni volumeni svih kemikalija i pocetnica te prikazuje prostorni
raspored uzoraka na ploci. Protokol se ispunjava prije obrade svake skupine uzoraka, rade
se dvostruke provjere oznaka i rasporeda uzoraka te je ovim nacinom rada osigurana

preciznost i smanjena mogucénost pogreske (Tablica 6.).
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Tablica 6. Primjer protokola u Excel formatu za pripremu PCR reakcije

Qiagen Mastermix

MPA_ris_C BI.L_281110

Number samples 105 | tubes (+10 %) Date : 28.11.2010.
DNA 1|l Person: Magda
Volume PCR 10 | ul

Quaigen Mastermix

525

‘

Q solution 5x

Fcal23 (20uM)F

Q solution

Fcal23 (20uM)F

105

21,00

Fcal23 (20uM)F

Fca001 (20uM)R

Fcal23 (20uM)F

Fca001 (20uM)R

21,00

Fca001 (20uM)F

Fca001 (20uM)F

21,00

Volume Mastermix

PCR: Total 945 | ul
Volume of PCR
Initial denaturation 95°C 15 min mix/tube 9 | ul
Number of cycles : 52
Denaturation : 94°c 30 sec V / multichanel dist. 109,7 | ul
Annealing: 53.8° 90 sec
Elongation : 72°C 1 min
Final Elongation 60°C 30 min




Tablica 6. Nastavak

MPA_ris_A
Plate 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
LS15 LS15 LS15 | LS9 | LS15 | LS9 | LS15 | LS9
A 6 LS90 6 LS90 | LS156 | LS90 6 0 6 0 6 0
LS16 LS16 LS16 | LS7 | LS16 | LS7 LS7
B 6 LS73 6 LS73 LS166 | LS73 6 3 6 3 K 3
C LS47 | S06 | LS47 S06 LS47 S06 | LS47 | SO6 | LS47 | S06 | LS47 | S06
D LS82 | S21 | LS82 S21 LS82 S21 | LS82 | S21 | LS82 | S21 | LS82 | S21
E LS67 | S26 | LS67 S26 LS67 S26 | LS67 | S26 | LS67 | S26 | LS67 | S26
F LS33 | S36 | LS33 S36 LS33 S36 | LS33 | S36 | LS33 | S36 | LS33 | S36
G LS48 | S57 | LS48 S57 LS48 S57 | LS48 | S57 | LS48 | S57 | LS48 | S57
H LS92 | S58 | LS92 S58 LS92 S58 | LS92 | S58 | LS92 | S58 | LS92 | S58
Total 10,0 ul Nsamp. 105 Multichann 108,
V/well 0 (+10%): el / well 7
Sizer/we 0,30 ul Mastermix Mastermix / 9
] well
DNA/wel 1,00 ul Formamid 913, DNA / well 1
| e 5
Sizer 31,5

Pipetiranje sam vrSila s osam-kanalnom pipetom a prije toga su uzorci rasporedeni

prema protokolu fotografirani (Slika 17.) pri ¢emu se eliminira moguc¢nost zamjene

uzoraka. Na svakoj PCR ploci od 92 uzorka radene su i dvije negativne kontrole.
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Total Viwell

Sizeriwell

DNAwell

10,00 u-L

0,30 ul

1,00 ul

Kk
2|
|
|
|

V [

Mastermix

—_— I_
Formamide

Sizer

Slika 17. Priprema uzoraka za PCR reakciju, uzorci se za pipetiranje pripremaju

prema protokolu i fotografiraju

Pripremu PCR reakcije za invazivne 1 neinvazivne (povijesne) uzorke vrsila sam u

odvojenim laboratorijima, te se pri tome primjenjivao vrlo strog protokol prilikom ulaska

u laboratorij - ulazak u neinvazivni laboratorij bio je zabranjen ukoliko je osoba prije

boravila u invazivnom laboratoriju ili PCR sobi, a da se prethodno nije tuSirala i

promijenila odje¢u. Priprema PCR reakcija u neinvazivnom laboratoriju provodila. se

unutar PCR kabineta.
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Slika 18. Priprema uzoraka za PCR reakciju u laboratoriju za neinvazivne uzorke

Biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Ljubljani

PCR reakcija se odvijala u Eppendorf MasterCycler EP Gradient po protokolu
koji je odreden za svaki multipleks (Tablica 7.). Protokol za invazivne i neinvazivne
(povijesne) uzorke razlikuje se u broju ciklusa. Kod invazivnih uzoraka broj ciklusa je 36
za sva tri multipleksa, dok sam neinvazivne uzorke umnazala na ve¢em broju ciklusa (MP
A 50 ciklusa, MP B i C na 52 ciklusa). Budu¢i da je DNA u neinvazivnim 1 povijesnim
uzorcima prisutna u manjim koli¢inama 1 loSije je kvalitete zbog degradacije tijekom
godina i1 npr. obrade lubanja kuhanjem i kemikalijama, potrebno je bilo prilagoditi
protokol genotipizacije. Kod uzoraka s loSijom kvalitetom DNA najcesce se javlja pad
uspjeha amplifikacije proporcionalno duZzini lokusa, odnodno kra¢i lokusi se previse
amplificiraju dok se najduZzi lokusi gotovo uopcée ne amplificiraju (GOODWIN 1 sur.,
2007). Zbog toga se cesce javljaju pogreske prilikom tumacenja rezultata.

Ukupni volumen PCR reakcije iznosio je 10 pl, a osim 1 pl DNA sadrzavao je i
odgovarajucu koli¢inu vode, MasterMix-a (Qiagen Multiplex PCR kit) i Q soultion-a

(otopina koja sadrzi nukleotide, puffer, Taq polimerazu, mono- i divalentne katione).
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Tablica 7. Multipleksi A, B 1 C za PCR reakciju neinvazivnih uzoraka

Multi A Multi B Multi C
Pocetnice Konaelrli/t[r)acija Pocetnice Koniflr;/tlr)acija Pocetnice Konaelrli/t[r)acija
FS3F & F53R 0.28 Fca567 F & Fca567 R 0.12 Fca 559 F & Fca 559 R 0.20
Fcal6l F & Fcal61 R 0.30 Fca247 F & Fca247 R 0.18 Fcal23 F & Fcal23 R 0.40
Lcl06 F & Lc106 R 0.40 Fca723 F & Fca723 R 0.22 FI1SF & FII5R 0.20
Fca369 F & Fca369 R 0.28 Fca650 F & Fca650 R 0.10 Fca001 F & Fca001 R 0.40
HDZ700 F & HDZ700 R 0.20 Fcal32 F & Fcal32 R 0.10 Lcl06 F & Lc106 R 0.40
Fca391 F & Fca391 R 0.40
Fca201 F & Fca201 R 0.10
Fca293 F & Fca293 R 0.10
Fca82 F & Fca82 R 0.15
Fca424 F &Fca424 R 0.40
PCR protokol PCR protokol PCR protokol
95°C 15 min 95°C 15 min 95°C 15 min
52 ciklusa 52 ciklusa 52 ciklusa
94°c 30 sec 94°C 30 sec 94°C 30 sec
57°C 90 sec 60°C 90 sec 53,8°C 90 sec
72°C 60 sec 72°C 60 sec 72°C 60 sec
60°C 30 min 60°C 30 min 60°C 30 min

3.4.3 Genotipizacija

Ukupno 1 pl PCR produkta svakog uzorka pomijesala sam s 9 pl mjesavine
formamida (deionizirani formamid denaturira DNA) (Applied Biosystems) i duzinskog
standarda GS500-Liz (Applied Biosystems). Zatim sam uzorke podvrgla denaturaciji u
Eppendorf MasterCycler EP Gradient tijekom 4 minute na 95° C i potom ohladila na
ledu. Denaturacijom sam osigurala da su svi PCR produkti u obliku jednolancanih
molekula. Duzine alela mikrosatelitnih lokusa odredene su pomocu 16 — kapilarnog
sekvenatora ~ ABI 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) BiotehnoloSkog
fakulteta SveuciliSta u Ljubljani.

Za analizu elektroferograma (ispis sekvenatora) upotrijebila sam program
GeneMapper (Applied Biosystems). Svaki elektroferogram je osim mene pregledala

najmanje jo$ jedna osoba, da bi se izbjegle sve greske. Kod neinvazivnih uzoraka svaki
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alel sam morala potvrditi najmanje dva puta da bih ga uvrstila u genotip. Analiza uzoraka
ponavljana je dok nisu utvrdeni sigurni genotipovi, a ukoliko to nije postignuto nakon 8

ponavljanja uzorak nije uvrsten u daljnju analizu.
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Slika 19. Elektroferogram uzorka LCRO3, multipleks B

Za ocjenu pogreske nasumic¢no sam ponovila 10% svih genotipizacija, kao Sto

preporucuju BONIN i sur. (2004).

3.5 Statisticka analiza genotipova

3.5.1 Opisna statistika i testiranje Hardy-Weinbergove ravnoteZe

Racunalni program GENALEX 6 (PEAKALL i SMOUSE, 2006.) koristila sam za
izratun ukupnog broja alela, raznolikost alela (broj alela po lokusu), frekvenciju alela
(ukupni udio alela u populaciji), broj efektivnih alela i koeficijent krizanja u bliskom
srodstvu (F, engl. inbreeding coefficient, fixation index). Broj efektivnih alela je mjera
koja govori o potrebnom broju jednako frekventnih alela da bi se postigla odredena

genska raznolikost, odnosno to je mjera pomocu koje mozemo usporedivati populacije u
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kojima se frekvencija i1 distribucija alela drasti¢no razlikuje, tj mozemo usporedivati
populacije koje imaju jednaki ukupan broj alela no s razli¢itom distribucijom. Sto je
heterozigotnost veca efektivni broj alela ¢e biti veci, dok je efektivni broj alela najnizi

kada samo jedan alel dominira frekvencijom dok su svi ostali vrlo rijetki (WEIR, 1990).

Racunalni program Arlequin (EXCOFFIER 1 sur., 2005.) koristila sam za procjenu
uocene heterozigotnosti (Hp) 1 oc¢ekivane heterozigotnosti (Hg), te za testiranje Hardy-
Weinbergove ravnoteze (HWE) pri ¢emu je koriSten Markov chain test te 1 000 000

ponavljanja.

Racunalni program Fstat (GOUDET, 2001.) koristila sam za izracun alelnog
bogatstva (engl. allelic richness) $to je mjera broja alela po lokusu neovisno o veliini
uzorka, te za izraun F-statistike odnosno mjere Fis koja govori o deficitu heterozigota

unutar populacije.

3.5.2 Vjerojatnost identifikacije jedinke upotrebom mikrosatelitskih lokusa

Racunalnim programom Gimlet (VALICRE, 2002.) izra¢unala sam statisti¢ku
vjerojatnost identifikacije (IP) pojedine jedinke euroazijskog risa temeljem svakog od 20
analiziranih lokusa zasebno. Vjerojatnost identifikacije jedinke je jedan od najces¢ih
statistickih metoda kojom se ocjenjuje kvaliteta i mogucnost pojedinih molekularnih
markera, kao S§to su mikrosateliti, za razlikovanje jedinki medusobno. Dobivene
vrijednosti za pojedine lokuse govore kolika je vjerojatnost da na temelju samo tog lokusa
raspoznajemo pojedine jedinke od ostalih u populaciji. KoriStenjem viSe mikrosatelitski

lokusa pove¢avamo vjerojatnost razlikovanja buduci se njihove vrijednosti umnazaju.

3.5.3 Procjena ,,uskog grla“ (engl. bottleneck)

Program ,,Bottleneck, A program for detecting recent effective population size
reductions from allele frequency data® (CORNUET i LUIKART, 1996.) koristila sam za
procjenu prolaska populacije risa iz Hrvatske kroz ,,usko grlo* efektivne veliine svoje

populacije.
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U populacijama koje su nedavno prosle kroz ,,usko grlo“, genska raznolikost (Hg)
je manja od genske raznolikosti koja se o¢ekuje pod pretpostavkom da je populacija bila
konstantne veli¢ine. Kazemo da je populacija u ravnotezi izmedu mutacija i genetickog
drifta (Hgq). Program Bottleneck usporeduje te dvije genske raznolikosti, a Hgqg racuna iz
uocenog broja alela po razli¢itim modelima mutacija - modelu beskonacnog broja alela
(IAM, engl. Infinite Allele Model), modelu postupnih mutacija (SMM, engl. Stepwise
Mutation Model) i dvofaznom modelu (TPM, engl. Two-Phase Model). Model
beskonacnog broja alela (IAM) pretpostavlja da svakom mutacijom nastaje novi alel
(KIMURA i CROW, 1964.). Model postupnih mutacija (SMM) pretpostavlja da novi
aleli nastaju dobitkom ili gubitkom jedne ponavljaju¢e jedinice, odnosno mikrosatelitskog
motiva (OHTA 1 KIMURA, 1973.). Dvofazni model (TPM) pretpostavlja da veéina
mutacija slijedi SMM, ali dozvoljava i odredeni postotak promjena po modelu IAM (DI
RIENZO i sur., 1994.). S obzirom da malo mikrosatelitskih lokusa strogo slijedi SMM
model, autori preporucuju koristiti TPM model (DI RIENZO i sur., 1994.), te sam isti i
primijenila i to pod pretpostavkom da postoji 70% (TPM-70) i1 95% (TPM-95) postupnih

mutacija.

Kako bi utvrdila da 1i u istrazivanoj populaciji postoji znacajan visak heterozigota

po svim lokusima izabrala sam Wilcoxonov test zbroja rangova.

3.5.4 Procjena postojanja subpopulacija

Procjenu postojanja subpopulacija (postojanje strukturiranja unutar populacije)
napravila sam pomoc¢u programa Structure 2.2 (FALUSH 1 sur., 2003.; EVANNO 1 sur.,
2005.). Model koriSten u programu pretpostavlja postojanje odredenog broja
subpopulacija koje su karakterizirane odredenom grupom frekvencije alela, no pri tome
ne moze sam odrediti koliko subpopulacija postoji ve¢ je potrebno postaviti preduvjete za
razli¢iti broj subpopulacija. Parametre koje sam koristila u programu su: "Length of
Burnin Period" 10000, "Number of MCMC Reps after Burnin" 10000. Za procjenu
postojanja subpopulacija medu svim analiziranim uzorcima (Hrvatska, Slovacka, Bosna i
Hercegovina) koristila sam model "Admixture" s pretpostavkom postojanja Cetiri
subpopulacije, dok sam kod analize postojanja subpopulacija samo medu uzorcima iz
Hrvatske te Bosne 1 Hercegovine koristila model "Admixture" s pretpostavkom postojanja

dvije subpopulacije.
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4. Rezultati
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4.1 Izolacija DNA

Prikupljena su ukupno 153 uzorka euroazijskog risa, od toga 128 uzoraka iz
Hrvatske, 17 iz Slovacke, 5 iz Slovenije, te 3 iz Bosne 1 Hercegovine. Prikupljeno je 40
invazivnih uzorka — 27 uzoraka miSi¢a uginulih Zivotinja, 10 uzoraka krvi zivotinja
uhvacenih za radiotelemetrijska istrazivanja, 2 uzorka vrha uSke zivotinja uhvacenih za
radiotelemetrijska istrazivanja (radilo se o mladuncima pa je vadenje krvi bilo vrlo teSko
izvedivo), te jedan uzorak koze uginule Zivotinje. Od ta 34 invazivna uzorka ukupno 16
uzoraka je iz Hrvatske, 17 iz Slovacke, 5 iz Slovenije te 2 iz Bosne 1 Hercegovine.
Prikupljeno je 20 neinvazivnih uzoraka iz Hrvatske — 15 izmeta i 5 dlaka; ukupno 92
povijesna uzorka iz Hrvatske — 49 uzoraka mekusi sa Stavljenih trofejnih krzna, 41 uzorak
lubanja, te 2 uzorka koze sa Stavljenih trofejnih krzna. Prikupljen je jedan neinvazivni
uzorak (koza sa Stavljenog trofejnog krzna) iz Bosne i Hercegovine. Vazno je naglasiti
da ukupno 93 povijesna uzorka predstavljaju 70 razlicitih jedinki bududi je za 23 jedinke
prikupljen i uzorak lubanje i uzorak mekusi. Tako da je od 18 jedinki prikupljen samo
uzorak lubanje, od 26 jedinki samo mekus, od 3 samo preparirana koza, a od 23 jedinke i
uzorak lubanje i uzorak mekusi.

DNA je izolirana iz ukupno 153 uzoraka koji pripadaju 130 razlicitih jedinki (za
23 jedinke prikupljen je uzorak hrskavice i mekusi) (Tablica 8.).

Tablica 8. Prikaz tipova i broja uzoraka iz kojih je izolirana DNA

TIP UZORKA UZ%RR%’K A

NEINVAZIVNI izmet 15
UZORCI dlaka 5
meku$ 49

POVIJESNI UZORCI lubanja 41
preparirana koza 3

misi¢ 27

INVAZIVNI UZORCI krv 10
uho 2
koza 1

UKUPNO 153
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4.2 Kontrolna regija mitohondrijske DNA

4.2.1 UspjeSnost umnaZanja i sekvenciranja kontrolne regije

UmnaZanje kontrolne regije mitohondrijske DNA (PCR reakcija) provela sam
koriste¢i pocetnice L15997 (WARD i sur., 1991.) i H16498 (MEYER i sur., 1990.),
kojima nastaje produkt duzine 850 parova baza. UspjeSnost umnazanja kontrolne regije

mitohondrijske DNA provjerila sam elektroforezom na gelu (Slika 20.).

LS0s  LS0De LS09 LS10 L5333 LS36 L=47 LS548 LSsy Ls58 L3R1 L3R2 LEEY

Slika 20. Provjera uspjesnosti umnazanja kontrolne regije elektroforezom na gelu. Kod
uzoraka LS06 1 LS62 umnaZanje nije uspjesno (dobivene su nespecificne sekvence

razli¢itih duZina) i1 uzorci nisu poslani na sekvenciranje.

PCR reakcija je provedena za uzorke koji predstavljaju 124 razlicitih jedinki (6
uzoraka iz Slovacke nije bilo ukljuc¢eno u istrazivanje mtDNA). Za 23 jedinke kod kojih
su prikupljeni uzorci i1 hrskavice 1 mekusi, PCR reakcija je prvo napravljena za uzorak
mekusi (bududi da je iz mekusi izoliran ve¢i volumen DNA) te ako PCR mekusi nije
uspjeo napravljen je PCR uzorka lubanje. Kod 13 uzoraka kontrolna regija nije uspjesno
umnozena ni za uzorak mekusi ni za uzorak lubanje. Kod 9 uzoraka kontrolna regija je
umnozena iz uzorka mekusi, te samo kod jednog uzorka iz lubanje. Tako da je ukupno
napravljeno 137 PCR reakcija. Od toga je za ukupno 48 reakcija (35.0%) elektroforeza na
gelu pokazala negativan rezultat, tj. kontrolna regija nije uspjeSno umnoZzena (nije
dobiven nikakav PCR produkt ili su dobivene nespecifi¢ne sekvence razli¢itih duzina).

PCR produkti ukupno 89 uzoraka (jedinki) sadrzavali su umnoZenu kontrolnu regiju i
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poslani su na sekvenciranje. Od toga je kod 10 uzoraka kvaliteta umnozene kontrolne
regije bila loSa (Slika 21.), sekvenciranje nije uspjelo te nisam dobila rezultate
sekvenciranja. Dobiveno  je ukupno 79 sljedova (sekvenci) kontrolne regije
mitohondrijske DNA koje su analizirane pomoéu kompjuterskih programa. Sljedovi

ukupno 36 uzoraka nisu bili dovoljne kvalitete te su iskljuCeni iz daljnjih analiza.

20 an 50 -hof
1 1 1 v
GNNCNNNNNGNATGTAGNACCCCACGTTGAGATGGGCCCOGGAGCAAGAAGAGGACACGTTCAAGCAGCTTGCTGGTTTCTCGAGAGACTAGCAC

300 320 340 360

I | I I
AGCTAGCACAGTTACGGGTATGTGCCATATATGGAATT GTCGAAAGTTGTGGGGTTGGTTTCAGGTATTGGCAAGGCAATAGTGTAAGAGAGACGT

= P e e

380 400 420 440 460

1 1 | | 1
TCAGCTTTGGGTGCAAAAGGGGGGAGGGGAAAGTTGGT GEGGGTTGGTTTCAGGTAATGGCCAAGGAAATAGTTTAAGAAAGCATTTCAGCTTT

e N

480 500 520 540 560

| | | | |
GGGGTGCTAAACGGGGGCAAGGGCATACTTTGGT GCAGCTGAGACTCCCGAGGCATTGGCCCAAAAAAATACTTTTATCAATANATTTTCTGGCTT

580

Slika 21. Kromatogram uzorka ¢iji slijed je bio nedovoljne kvalitete i nije

ukljucen u daljnju analizu.

4.2.2 Provjera da li neinvazivni uzorci pripadaju euroazijskom risu

Prije daljnjih analiza za uzorke izmeta i dlake sam provjerila da li pripadaju
euroazijskom risu, buduci prilikom njihovog prikupljanja na terenu to nije bilo moguce sa
sigurnos$¢u utvrditi na temelju morfoloskih obiljezja. Od 15 uzoraka izmeta, kod 3 uzorka
kvaliteta umnozene kontrolne regije je bila loSa, te sekvenciranje nije uspjelo. Od
preostalih 12 uzoraka sljedova kontrolne regije pretragom GenBank baze podataka

utvrdila sam da su dva uzorka pripadala euroazijskom risu, dva vuku (Canis lupus),

72



sedam lisicama (Vulpes vulpes), i jedan uzorak je pripadao europskoj krtici (Talpa

europea).

Od 5 prikupljenih uzoraka dlaka, slijed kontrolne regije 1 dlaka pripadao je jelenu

obi¢nom (Cervus elaphus), ostale risu.

4.2.3 Sljedovi kontrolne regije mitohondrijske DNA

Od ukupno 124 uzorka razlicitih jedinki ukljuenih u istrzivanje mtDNA
euroazijskog risa analizirani su sljedovi kontrolne regije ukupno 32 uzorka (25.8%) (kod
35 uzoraka kontrolna regija nije umnoZzena, kod 10 uzoraka kvaliteta umnozene kontrolne
regije je bila loSa i sekvenciranje nije uspjelo, kod 36 uzoraka dobiveni slijed je bio
nedovoljne kvalitete da ga se ukljuci u analizu te kod 11 uzoraka slijed nije pripadao
risu).

Kontrolna regija sekvencirana je iz lijevog i desnog smjera (H i1 L) tako da sam za
svaki uzorak dobila dva slijeda duzine 850 pb, $to je omogucilo veéu pouzdanost
podataka. Lijevi 1 desni slijed sam spojila, te ukoliko su postojala nepoklapanja u
pojedinim bazama ispravnost sam provjerila na kromatogramu (Slika 22.). Kod 20
uzoraka kvaliteta jednog od sljedova nije bila dobra te sam za poravnavanje koristila
samo jedan od sljedova (naravno onaj kvalitetniji).

Kod 32 uzorka poravnala sam sljedove duge 675 parova baza jer pocetni odnosno

zavrsni dio slijeda nije bio dovoljne kvalitete da ga se ukljuci u analizu.

Consansus TG T ACAGTAGT T TATATATAT TACATAAGGCATAC TATGTATATCG TGCAT TAAT TGC TAGTCCCCATGAATATTAAGCATGTACAGTAGTT

LR - HIEI S VTG TAC AG TAG T TTATAT AT AT TACAT AAGGCATAC TATGTATATCGTGCAT TAAT TGC TAGTCCCCATGAATATTAAGCATGTACAGTAGTT
2 i f L il I A f ' l o

T 1 LT L T T LAToYL11T T TP TP PRy N WP | P w1 L P | P TCET TRy PRTLEYLTIE Y,
W W W WO AN WAL AV NN Ve Sl b P TNV U UYWAY Y LANRL

LORC3-L 15597

S— T |'.- aflpfi i A |1"'|.-' AT s s LA o I A PR TY O Y e

Slika 22. Dio kromatograma uzorka LCRO03 kojem su uspjesno spojene

sekvence iz oba smjera koje su se u potpunosti podudarale.
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4.2.4 Raznolikost slijedova kontrolne regije

Utvrdila sam da svi analizirani uzorci slobodno Zivué¢ih zivotinja iz Hrvatske
(N=18), Slovacke (N=6), Slovenije (N=5) i Bosne i Hercegovine (N=2) pripadaju istom
haplotipu koji sam oznacila kao H4 (H4 je oznaka za taj haplotip koristena u prethodnim
radovima), no da postoje dvije varijante tog haplotipa. Unutar slijeda sam identificirala
ponavljajucu sekvencu duzine 80 pb, koja se ponavlja 3,5 puta (3 ponavljanja od 80 pb 1
jedno ponavljanje 44 pb). No kod 8 (25%) od 32 analizirana uzorka sekvenca se ponavlja
2.5 puta, odnosno jedno ponavljanje od 80 pb nedostaje. Haplotipove sam oznacila kao
H4a (ponavljajuc¢a sekvenca prisutna 3,5 puta) te H4b (ponavljajuca sekvenca prisutna 2,5
puta).

Uzorak euroazijskog risa iz Zagrebackog zooloskog vrta pripadao je drugom
haplotipu koji se razlikovao u jednoj bazi, na poziciji 165 C je supstituiran s T. Haplotip

sam oznacila kao LZOOI.
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H4a
H4b
LZ001

H4a
H4b
LZ001

H4a
H4b
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H4b
LZ001

H4a
H4b
LZ001

H4a
H4b
LZ001

H4a
H4b
LZ001

H4a
H4b
LZz001

H4a
H4b
LZz001

Haa
H4b
LZ001

10 20 30 40 50 60 70
R R R T R L e L e L P I S R
AAGCTGAAATTCTTTCTTAAACTATTCCTTGCCAATACCTGAAACCAACCCCACAACTTTCACAATTCAT

B T L B I T e B A e I I Irs ISP e e
ATATTGCACATACCCGTACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTACCCCCCATAAAATAAACTAAGTAAAAAC

Y R T N I I R I I I I T I R
CCCCTATCACCATGACCCTAAACACACAATGCAAAATTAACCTACCAACCACTGGCCCGCAAATCCCATG

R R TS R I I RIS (T IrIre IPIPArere IPROpe) [PUPIPIPS IPTRIRIRT ISP [P
AATATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCT

IR RRRTE FRRES FRTRS R i R I I It PP IR IS IR
AGTCCCCATGAATATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGC

SPIPITY ISP (PP IFSPIPOP IPIPOPIPY IPIPIPOPY IPUPSPIO) IPOPOPIPY) IPIPSPUPe) PSPPI IPUPUPING) IPOPIPOPS) IUPOPIP) IPIPOPY
ATTAATTGCTAGTCCCCATGAATATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATG

SPIPIT ISPUPY IPIPIPOre IFSPIPOP IPIPOPIPY IPIPIPOPY IPUPSPIPO) IPOPOPIPY) IPIPSPIPe) IPUPOPIe IPPUPING) IPOPIPUPS) IIPOPIP) INPIPOR
TATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAG

B e B I I B B R P B I TR
ACATAATAGTGCTTAATCGTGCATTATACCTTGCTCTAGAACAGTCCTTCATGGACCTCAACTGTCCAGA

N R N R e L e P I [P IR IR (P
GGAAGCTTAATCACCTGGTCTCGAGAAACCAGCAATCCTTGCTTGAACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGG

B e e T I I
CCCATCTCAACGTGGGGGTTTCTATAACGGAACTATACCTGGCAT

Slika 23. Slijed nukleotida haplotipa H4a, H4b i LZOOI1. Tockice oznacuju iste

nukleotide kao kod H4a, a crtice delecije. Zutom, zelenom i plavom bojom je oznaéeni su

prvo, drugo 1 trec¢e ponavljanje sekvence od 80 pb, a sivom Cetvrto ponavljanje od 44 pb.
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Tablica 9. Oznaka, tip, zemlja podrijetla 1 haplotip uzoraka kod kojih je analiziran slijed

duzine 675 pb

Oznaka uzorka Tip uzorka Zemlja podrijetla Haplotip
1 LO1 krv Hrvatska H4a
2 L03 krv Hrvatska H4a
3 LO5 krv Hrvatska H4a
4 L06 misic¢ Hrvatska H4a
5 LO7 krv Hrvatska H4b
6 IVAN uho Hrvatska H4b
7 ANA uho Hrvatska H4a
8 LCRO1 misi¢ Hrvatska H4b
9 LCRO2 misi¢ Hrvatska H4a
10 | LCRO3 misic¢ Hrvatska H4a
11 LCRO4 misic¢ Hrvatska H4a
12 | LCROS misi¢ Hrvatska H4a
13 | LCRO6 misic¢ Hrvatska H4a
14 | LCRO9 misic¢ Hrvatska H4a
15 | LCROI11 misi¢ Hrvatska H4a
16 | LCROI13 dlaka Hrvatska H4b
17 | LH3 dlaka Hrvatska H4a
18 | LH4 dlaka Hrvatska H4a
19 | BiH1 misi¢ Bosna i Hercegovina H4b
20 | BiH2 krv Bosna i Hercegovina H4a
21 R19 misic¢ Slovenija H4a
22 | 6Y misic¢ Slovenija H4a
23 037Y koza Slovenija H4a
24 | 086Y misic¢ Slovenija H4a
25 | 592Y krv Slovenija H4b
26 | SLVI misic¢ Slovacka H4a
27 SLV2 misi¢ Slovacka H4a
28 | SLV3 krv Slovacka ZOO H4b
29 | SLVS krv Slovacka ZOO H4a
30 | SLV6 krv Slovacka ZOO H4b
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31 x008 misié Slovacka H4a

32 | LZOO1 misic¢ Zagreb ZOO LZOO1

4.2.5 Usporedba sljedova koriStenih u ovom istraZivanju sa sljedovima preuzetim iz

GenBank baze podataka

Pretrazivanjem racunalne baze podataka NCBI - GenBank pronasla sam kontrolne
regije mitohondrijske DNA euroazijskog risa iz ostalih istrazivanja. U GenBank bazi
podataka pohranjeno je ukupno 55 sljedova kontrolne regije mitohondrijske DNA
euroazijskog risa, od toga 48 sljedova autora RUENESS (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
koji nisu objavljeni u znanstvenoj publikaciji, nije poznato podrijetlo uzorka i stoga nisu
ukljuceni u daljnje analize, 4 slijeda HELLBORG 1 sur. (2002.) te 3 slijeda GUGOLZ 1
sur. (2008.).

Poravnavala sam 7 sljedova za koje je poznato podrijetlo sa sljedovima dobivenim
u ovom istrazivanju u duzini od 300 pb. HELLBORG i sur. (2002.) analizirali su 700
parova baza kontrolne regije, dok su GUGOLZ 1 sur. (2002.) analizirali dva odvojena
fragmenta kontrolne regije, duzine 157 pb i 143 pb, medu kojima se nalazi ponavljajuca
sekvenca, tako da sam poravnala te podudaraju¢e fragmente svih devet haplotipova.

Utvrdila sam da se haplotip pronaden u ovom istrazivanju medu uzorcima iz
Hrvatske, Slovacke, Slovenije te Bosne i1 Hercegovine podudarao s haplotipom
pohranjenim u bazi pod rednim brojem AYO034816. Taj su haplotip prvi opisali
HELLBORG i sur. (2002.) na uzorcima iz Baltickih zemalja i oznadili ga kao H4, te ga
zatim potvrdili GUGOLZ i sur. (2008.) na uzorcima iz Karpata te iz reintroducirane
Svicarske populacije.

Haplotip ZOO1 nije se poklapao s niti jednim od pohranjenih haplotipova.
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Tablica 10. Pregled do sada istrazenih haplotipova euroazijskog risa
Oznaka GenBank Lokacija i autor
haplotipa | br.
H1 AYO034813 | Skandinavija, Finska, Baltik (HELLBORG i sur., 2002.)
izumrla alpska populacija (GUGOLZ 1 sur., 2008.)
H2 AYO034814 | Finska, Baltik (HELLBORG i sur., 2002.)
izumrla alpska populacija (GUGOLZ i sur., 2008.)
H3 AYO034815 | Finska, Baltik (HELLBORG i sur., 2002.)
izumrla alpska populacija (GUGOLZ 1 sur., 2008.)
H4 AYO034816 | Baltik (HELLBORG i sur., 2002.)
Karpati, reintroducirana alpska populacija (GUGOLZ i sur., 2008.)
Reintroducirana dinarska populacija, Karpati (ovo istrazivanje)
HS5 EU107389 | balkanska populacija, Kavkaz (GUGOLZ i sur., 2008.)
H6 EU107390 | izumrla alpska populacija, Mongolija, Sibir (GUGOLZ i sur., 2008.)
H7 EU107391 | balkanska populacija (GUGOLZ 1 sur., 2008.)
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Legenda:

+ Zeleni krugowi — recentni hap lotipowi
* Plavi krugovi — izumrli haplotipovi Alpske populacije

+ Strelica uz haplotip & upucuje na Kavkaz koji nije
prikazan na karti

+ Strjelica uz haplotip 6 upucuje na Maongoliju | Sibir kioji
nisu prikazani na karti

Slika 24. Karta Europe s prikazom lokacija do sada istrazenih haplotipova euroazijskog

risa, oznake haplotipova podudaraju se s oznaka iz Tablice 10.

Na slici 25. prikazano je genealosko stablo, dobiveno programom Mega 4, koje
prikazuje filogenetske odnose sedam haplotipova registriranih u GenBank bazi podataka
(navedeni pod brojem iz baze) i haplotipa utvrdenog u Hrvatskoj. Vidljivo je da je
haplotip iz ovog istrazivanja identi¢an haplotipu AY034816. Vidljivo je da se haplotipovi
EU107389 (H5)1 EU107391 (H7) pronadeni na Balkanu i Kavkazu odvajaju od ostalih.
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AY034814
AY034815
AY034813
EU107390
AY034816, hapCRO1
EU107389
EU107391

Slika 25. Genealosko stablo sedam haplotipova registriranih u GenBank bazi podataka

(navedeni pod brojem iz baze) i haplotipa pronadenog u ovom istrazivanju (hapCRO1).

4.3 Genotipizacija mikrosatelitskih lokusa

Nakon optimizacije umnazanja svih 22 lokusa i SRY gena, utvrdila sam tri
multipleksa (MP A, B, C) s optimalnim koncentracijama svake pocetnice, te optimalnim
brojem ciklusa i temperaturom PCR reakcije za invazivne i neinvazivne (povijesne)
uzorke. Tijekom optimizacije utvrdila sam da mikrosatelitni lokusi F85 1 Fca506 imaju
vrlo nisku uspjesnost umnazanja te sam ih iskljucila iz daljnjeg istrazivanja. Istrazivanje

je provedeno na 20 mikrosatelitskih lokusa i SRY genu za odredivanje spola.

4.3.1 UspjeSnost genotipizacije mikrosatelitskih lokusa

Genotipizacija je provedena na ukupno 133 uzoraka euroazijskog risa, od toga 115
uzoraka iz Hrvatske, 16 uzoraka iz Slovacke, te 2 uzorka iz Bosne i Hercegovine. Uzorci
iz Slovenije nisu bili ukljuceni u istrazivanje mikrosatelitskih lokusa. Za 23 jedinke kod
kojih su prikupljeni uzorci i hrskavice i mekusi, genotipizacija je prvo napravljena za
uzorak mekusi (budu¢i da je iz mekusi izoliran ve¢i volumen DNA) te ako genotipizacija
nije uspijela postupak je napravljen na uzorku hrskavice. Kod 15 uzoraka genotipizacija

je uspjela na uzorku mekusi; kod 4 uzorka genotipizacija nije uspjela na uzorku mekusi, a
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uspjela je na uzorku hrskavice, te kod 4 uzorka genotipizacija nije uspjela niti na uzorku
mekusi niti na uzorku hrskavice.

Uspjesno sam genotipizirala ukupno 79 uzoraka euroazijskog risa, od toga 60
uzoraka iz Hrvatske, 1 uzorak risa iz zagrebackog ZOO-a, 16 uzoraka iz Slovacke, te 2
uzorka iz Bosne 1 Hercegovine. Od ukupno 79 uzoraka 34 su bili invazivni, a 45 povijesni
uzorci. Genotipizacija neinvazivnih uzoraka te uzoraka preparirane koZe nije uspjela.
Ukupna uspjeSnost genotipizacije je iznosila 59.4%, a uspjesnost genotipizacije pojedinih

tipova uzoraka prikazana je u Tablici 11.

Tablica 11. Uspjesnost genotipizacije pojedinih tipova uzoraka

BROJ BROJ
TIP UZORKA ANALIZIRANIH | GENOTIPIZIRANIH | %
UZORAKA UZORAKA

NEINVAZIVNI izmet 15 0 0

UZORCI dlaka 5 0 0
mekus 49 30 61,2
POVIJESNI UZORCI lubanja 26 15 57,7

preparirana koZa 3 0 0
misi¢ 23 23 100
INVAZIVNI UZORCI krv 9 9 100
uho 2 2 100

UKUPNO 133 80

Uspjesnost genotipizacije po pojedinom lokusu prikazana je u Tablici 12. Najvecu
uspjeSnost genotipizacije imao je lokus Fca567 (100%), a najmanju lokusi Fca391 i

Fca82 (74,68%).
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Tablica 12. Uspjesnost genotipizacije pojedinog lokusa

Lokus Broj uspjesno | %
genotipiziranih
uzoraka

F53 71 89,87
Fca161 70 88,61
Fca369 74 93,67
HDZ700 77 97,47
Fca742 74 93,67
Fca132 72 91,14
Fca201 76 96,20
Fca247 76 96,20
Fca293 73 92,41
Lc106 77 97,47
Fca391 59 74,68
Fcad424 62 78,48
Fca650 76 96,20
Fca567 79 | 100,00
Fca82 59 74,68
Fca723 74 93,67
F115 69 87,34
Fca123 77 97,47
Fca559 75 94,94
Fca001 71 89,87

4.3.2 Opisna statistika i testiranje Hardy-Weinbergove ravnoteZe euroazijskog risa

iz Hrvatske i Slovacke

Genotipovi euroazijskog risa iz Hrvatske, Slovacke te Bosne i Hercegovine

prikazani su u Tablici 13.
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Tablical3. Genotipovi euroazijskog risa iz Hrvatske, Slovacke te Bosne i Hercegovine

F53 Fcalé6l Fca369 HDZ700 Fca742 Fcal32 Fca201 Fca247 Fca293 Lc106
LS05 175 178 188 162 166 143 105 121 171 177 133 135 147 149 174 100 106
LS10 175 182 162 166 147 109 125 171 177 139 147 143 147 176 100 106
LS166 167 175 178 182 162 143 149 109 125 177 135 139 143 149 174 176 106
L.S169 175 178 182 166 147 147 105 171 133 147 174 176 100 106
LS23 175 178 166 147 109 171 133 147 143 147 174 176 100
LS07 175 178 182 166 143 147 125 171 133 149 174 100 106
LS09 171 175 166 149 121 171 135 143 149 90 100
LS11 175 162 166 147 149 105 125 135 139 149 174 176 100 106
LS156 167 143 100 106
LS22 175 182 162 166 143 147 105 171 177 133 147 176 106
LS26 178 182 162 166 143 147 109 121 177 133 139 143 149 174 176 100 106
LS29 167 175 178 166 147 105 171 135 147 143 149 174 90 106
LS33 175 182 162 166 143 147 121 125 171 177 133 143 147 176 106
LS47 175 178 182 162 166 143 147 109 171 177 133 147 149 176 100 106
L.S48 175 179 182 188 162 166 143 105 125 171 177 133 139 143 149 174 176 90 106
LS61 175 147 125 133 147 106
LS67 175 178 162 166 143 147 105 171 177 135 143 174 176 100 106
L.S68 175 178 182 162 166 143 109 125 171 177 133 147 143 147 176 90 106
LS69 167 175 178 162 166 147 149 121 171 177 139 147 149 174 100 106
LS70 167 175 178 162 166 143 147 109 125 171 177 133 135 143 149 174 176 100 106
LS72 175 178 182 166 143 147 105 121 171 133 135 147 149 174 176 106
LS73 175 178 182 162 166 143 147 105 171 177 133 147 149 176 100 106
LS81 175 178 162 143 147 105 125 171 177 135 143 149 174 106
L.S82 167 175 178 182 166 143 147 109 171 177 133 135 143 147 174 106
L.S85 178 182 166 143 147 109 125 171 133 147 143 149 174 176 90 106
LS86 175 182 188 166 143 147 109 125 171 133 147 149 174 176 106
L.S88 167 175 178 182 162 166 143 147 109 125 171 177 135 147 149 174 176 106
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LS89 167 178 162 | 166 | 147 | 149 | 109 | 121 | 171 133 | 139 | 143 174 90 | 106
LS92 175 182 166 143 | 147 | 109 | 121 | 171 133 | 147 | 149 174 | 176 | 106

LS94 175 182 162 143 109 | 121 | 177 133 | 135 | 143 | 149 | 174 | 176 | 90 | 100
LS95 175 178 166 109 174 | 176 | 90 | 106
S06 175 178 166 147 105 | 125 | 171 133 | 135 | 143 | 149 | 174 100 | 106
S12 143 171 | 177 | 133 147 | 149 | 174 | 176 | 100 | 106
S13 166 143 125 171 133 | 135 | 143 | 147 | 176 106

S24 175 178 166 147 105 | 109 | 171 133 143 | 147 | 174 | 176 | 100 | 106
S32 175 178 | 182 | 162 | 170 | 143 | 147 | 109 | 125 177 | 133 | 135 | 143 | 149 176 | 106

S35 178 | 182 | 166 147 121 171 133 143 | 149 | 176

S36 167 | 175 | 178 | 182 | 162 | 166 105 | 121 | 171 | 177 | 133 | 135 | 143 | 149 | 174 | 176 | 100 | 106
S38 166 143 | 149 | 105 90 | 100
S43 175 178 166 | 147 133 | 147 | 143 | 149 | 174 | 176 106
S45 175 182 147 | 121 | 125 | 171 | 177 | 133 | 139 | 143 | 149 | 176

S57 175 178 | 188 | 162 | 166 | 143 171 | 177 | 139 | 147 | 143 174 90 | 100
S58 175 178 | 182 | 162 | 166 | 143 | 147 | 121 | 125 135 147 | 149 | 176 106

S63 143 | 147 171 | 177 | 133 | 135 | 143 | 147 | 174 106

S66 167 | 175 | 178 | 182 | 166 143 | 149 | 105 | 121 | 171 133 | 135 | 143 | 149 | 174 | 176 | 100 | 106
Ana 167 | 175 | 178 162 | 166 | 147 121 | 125 | 171 | 177 | 135 | 139 | 147 174 100 | 106
Ivan 167 | 175 | 178 166 147 109 | 121 | 171 | 173 | 135 | 139 | 147 174 100 | 106
LO01 175 178 162 | 166 | 147 125 170 | 177 | 133 | 149 | 145 | 147 | 174 | 176 | 100 | 106
L03 175 178 162 | 166 | 147 | 149 | 109 | 125 | 171 | 177 | 149 143 | 147 | 176 106
LCROI1 | 175 182 166 143 125 171 135 | 149 | 145 | 147 | 176 90 | 100
%CROl 175 178 | 182 | 166 147 109 | 125 | 171 135 | 149 | 143 | 147 | 174 100 | 106
LCRO2 | 167 | 175 | 178 162 | 166 | 147 | 149 | 105 | 121 | 171 | 177 | 135 | 149 | 143 | 149 | 176 106
LCRO3 | 167 | 175 | 182 166 143 | 149 | 125 171 133 | 135 | 143 | 149 | 174 | 176 | 106
LCRO4 | 175 178 | 182 | 162 | 166 | 143 | 149 | 109 | 125 | 171 | 177 | 149 147 | 149 | 174 | 176 | 100 | 106
LCROS | 175 | 179 | 178 166 143 105 | 121 | 171 133 | 139 | 147 | 149 | 174 90 | 106
LCROG6 | 167 | 175 | 178 | 182 | 166 | 170 | 147 109 | 125 | 171 | 177 | 133 143 | 149 | 174 | 176 | 100 | 106
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LCRO9 | 175 178 166 143 149 125 171 135 149 176 100 106
LO05 175 178 182 166 170 143 147 109 125 171 177 133 145 147 174 100 106
LO06 170 147 109 177 133 143 149 100 106
LO07 167 175 178 182 166 143 147 121 125 171 133 149 143 147 174 176 100 106
BIHO01 167 175 178 162 166 143 147 109 125 171 177 133 139 143 149 176 100 106
BIH2 175 182 166 145 147 105 171 135 147 100

SLV1 175 182 162 166 143 145 105 171 177 139 143 176 98 100
SLV2 167 182 184 166 170 149 109 171 177 135 142 143 174 100 106
SLV3 167 178 162 170 147 149 113 177 135 149 143 149 176 106

SLV4 167 175 178 182 162 170 143 149 113 125 177 139 143 149 176 100

SLV5 167 175 178 182 162 143 149 109 125 177 133 139 143 152 172 176 98 100
SLV6 167 178 162 170 143 149 113 177 135 149 143 149 176 106

X001 167 175 178 162 170 143 149 109 113 177 139 149 147 152 176 102 106
X002 167 175 178 184 162 145 149 113 125 177 133 139 147 149 176 100 106
X003 167 182 184 162 166 143 109 113 171 179 135 139 143 176 90 102
X006 167 178 182 170 143 149 105 125 177 133 139 145 149 176 90 106
X007 167 175 178 162 166 143 149 105 125 171 177 133 139 143 149 176 106

X009 167 178 182 162 147 117 125 177 139 141 143 172 176 102 106
X010 167 175 178 162 166 143 109 125 171 177 135 149 143 147 174 176 102 106
X011 167 175 184 188 162 170 143 149 105 125 177 178 139 149 143 147 176 98 100
X012 167 178 182 162 166 143 149 113 125 171 177 133 135 149 152 176 98 106
X013 167 171 182 162 170 149 109 113 177 133 135 143 176 98 106
LZ0OO1 | 175 180 182 166 170 143 149 117 125 173 177 133 142 143 149 174 176 104 106
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Fca391 Fcad424 Fca650 Fca567 Fca82 Fca723 SRY F115 Fca123 Fca559 Fca001
LS05 224 | 236 | 172 133 90 243 197 82 | 234 138 142 | 118 | 122 | 179 | 189
LS10 236 172 | 176 | 133 88 90 | 243 197 82 | 234 142 110 | 118 | 179 | 189
LS166 236 172 133 88 90 | 233 | 245 | 197 82 | 230 | 234 138 142 | 114 | 122 | 179
LS169 224 | 236 | 176 133 88 243 197 82 | 230 144 118 179
LS23 224 | 236 | 176 133 88 197 82 | 230 138 144 | 118 | 122 | 179
LS07 172 | 176 | 133 88 90 197 0 230 | 234 142 144 | 122 179
LS09 133 90 197 82 | 230 138 114 | 122
LS11 133 90 197 0 222 | 230 138 122
LS156 236 88 82 179
LS22 172 | 176 | 133 88 90 197 230 138 144 | 118 | 122 | 179
LS26 127 | 133 | 88 233 197 82 142 144
LS29 236 133 88 90 197 0 144 122 179
LS33 236 172 127 | 133 | 90 243 197 0 142 144 | 122 179 | 189
LS47 224 176 127 | 133 | 88 90 | 243 197 82 | 230 144 122
LS48 224 | 236 | 172 | 176 | 133 90 243 | 245 | 197 0 230 | 234 138 118 | 122 | 179
LS61 176 133 88 90 197 82 | 230 142 118 | 122 | 187 | 189
LS67 236 172 | 176 | 127 | 133 | 90 243 | 245 | 197 82 | 230 | 234 142 122 179 | 189
LS68 236 172 | 176 | 127 | 133 | 88 233 | 243 | 197 222 | 230 138 142 | 114 | 122 | 179 | 189
LS69 236 172 | 176 | 127 | 133 | 90 243 193 | 197 | 82 | 230 | 234 142 122 179
LS70 224 | 236 | 176 133 88 90 | 243 | 245 | 197 82 | 230 138 144 | 110 | 122 | 179
LS72 224 | 236 | 172 133 90 243 | 245 | 197 82 | 230 | 238 142 118 179 | 189
LS73 224 172 133 88 90 | 243 197 82 | 230 142 122 179
LS81 236 176 127 | 133 | 90 245 197 82 | 230 | 234 138 142 | 118 | 122 | 179
LS82 224 | 236 | 172 | 176 | 133 88 90 | 233 | 243 | 197 82 | 222 | 230 142 122 179
LS85 133 88 90 197 230 138 142 122 | 179 | 189
LS86 224 | 236 | 176 133 88 90 | 243 | 245 | 197 0 230 | 234 138 142 | 110 | 118 | 187 | 189
LS88 236 172 133 88 233 197 230 138 144 | 122 179
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LS89 172 | 176 | 127 | 133 | 88 90 197 0 230 138 142 | 118 | 122 | 179

LS92 224 | 236 | 176 133 90 243 197 230 | 234 142 122 179

LS94 236 172 | 176 | 127 88 233 | 243 | 197 82 138 142 | 118 | 122 | 179

LS95 133 90 197 82 | 230 138 142 | 118 | 122 | 179 | 189
S06 133 88 90 197 82 138 142 | 122 179 | 189
S12 133 90 197 138

S13 133 90 197 82 | 230 | 234 142 144 | 118 | 122 | 179

S24 224 176 133 88 243 197 230 | 234 138 144 | 118 177 | 179
S32 172 133 88 90 197 138 142 | 118 177

S35 236 133 88 90 | 243 197 | 201 | 82 | 230 | 234 144 122 179

S36 224 | 236 | 172 127 | 133 | 90 243 | 245 | 197 82 | 230 | 234 138 114 | 118 | 179

S38 88 90 0 138 142 | 114 | 122

S$43 127 88 90 0 230 122 179

S45 224 | 236 133 90 243 197 82 | 230 142 144 | 114 | 122 | 179

S57 224 | 236 | 172 | 176 | 133 88 90 | 233 197 0 230 | 234 138 110 | 122 | 179

S58 127 | 133 | 90 197 0 230 | 234 138 142 | 122 179

S63 133 88 90 | 233 | 243 82 | 222 | 230 142 | 122 179

S66 127 | 133 | 90 138

Ana 172 127 | 133 | 90 197 0 230 142 118 179

Ivan 236 176 127 | 133 | 88 90 | 233 | 243 | 197 82 | 230 | 234 142 122 179

LO1 224 172 127 | 133 | 88 90 | 233 | 245 | 197 82 | 230 | 234 142 118 | 126 | 179

LO3 236 172 127 | 133 | 88 90 | 243 197 82 | 230 | 234 142 122 179
LCRO1 | 236 172 133 90 243 197 0 230 138 144 | 118 | 122 | 177 | 179
LCRO11 | 236 172 127 | 133 | 88 90 | 233 | 243 | 197 0 222 | 230 142 118 | 122 | 179
LCRO2 | 236 172 133 90 243 | 245 | 197 0 230 142 144 | 118 179 | 189
LCRO3 | 224 | 236 | 172 133 88 90 | 243 197 82 | 230 | 234 138 142 | 118 | 122 | 179
LCRO4 | 236 172 127 | 133 | 88 90 | 243 197 0 230 | 234 138 142 | 122 179 | 189
LCROS | 224 172 127 | 133 | 88 243 197 82 | 230 138 144 | 118 | 122 | 179
LCRO6 | 224 | 236 | 176 127 88 90 | 233 | 243 | 197 82 | 222 | 234 142 118 | 122 | 179
LCRO9 | 236 172 133 88 90 | 233 | 243 | 197 82 | 230 | 234 142 122 179
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LOS 224 | 236 | 172 133 88 233 | 243 | 197 0 222 | 230 138 142 | 118 | 122 | 179

LO6 224 172 127 | 133 | 88 90 | 233 | 243 | 197 0 222 142 118 | 122

LO7 236 172 133 88 243 197 82 | 230 | 234 138 118 179

BIHO1 236 172 133 88 90 | 243 197 | 201 0 230 | 234 138 142 | 122 179

BIH2 236 172 133 90 243 | 245 | 197 0 234 138 142 | 118 | 122 | 179

SLV1 224 | 236 | 176 127 | 133 | 88 90 | 233 | 243 | 197 | 201 0 230 142 144 | 114 | 122 | 179 | 189
SLV2 236 176 127 88 90 | 243 197 82 | 230 | 234 142 144 | 110 | 114 | 181 | 189
SLV3 172 | 176 | 127 | 133 | 90 187 | 197 0 230 | 240 142 118 | 122 | 179 | 181
SLV4 236 172 129 | 133 | 90 243 179 | 191 | 82 | 230 142 118 | 122 | 189

SLV5 224 | 236 | 172 129 | 131 | 90 243 | 245 | 179 | 197 | 82 | 222 | 230 142 122 179 | 189
SLV6 236 172 127 | 133 | 90 243 187 | 197 | 82 | 230 | 240 142 118 | 122 | 179 | 181
X001 236 168 131 | 133 | 88 90 | 243 | 249 | 187 | 197 0 230 142 122 179

X002 236 176 133 88 243 187 | 193 | 82 | 230 | 234 144 114 | 122 | 179

X003 236 168 133 90 243 187 | 197 | 82 | 230 | 234 142 118 | 122 | 181 | 189
X006 228 | 236 | 172 127 90 243 179 | 191 0 230 142 114 179 | 181
X007 224 172 127 | 133 | 88 243 | 245 | 187 | 197 0 234 | 240 138 142 | 118 181 | 189
X009 236 172 133 90 243 | 245 | 197 | 201 | 82 | 234 | 240 142 118 | 122 | 181 | 189
X010 236 168 90 233 | 243 | 197 0 230 144 118 | 122 | 179

X011 228 172 131 88 90 | 243 | 245 | 197 82 | 222 | 244 144 122 179 | 189
X012 224 | 236 | 172 129 | 133 | 90 243 179 | 187 | 82 | 222 | 234 142 114 | 122 | 189

X013 236 172 131 | 133 | 90 243 | 245 | 187 | 197 0 230 | 234 142 118 | 122 | 189
LZOO1 224 | 228 | 176 129 | 133 | 90 92 | 233 | 243 | 197 82 | 222 | 244 138 142 | 114 | 118 | 185 | 189
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Svi istrazeni mikrosatelitni lokusi euroazijskog risa iz Hrvatske 1 Slovacke su
polimorfni. Na 20 istrazenih mikrosatelita utvrdila sam prisutnost ukupno 95 alela. Kod
60 uzorka euroazijskog risa iz Hrvatske na 20 lokusa utvrdila sam prisutnost ukupno 62
alela, a srednji broj alela po lokusu je iznosio 3,1. Najvise alela imao je lokus Fca201 (5
alela), dok su 6 lokusa (Fca293, Fca391, Fca424, Fca650, Fca567) imali 2 alela. Kod 16
uzorka euroazijskog risa iz Slovacke na 20 lokusa utvrdila sam prisutnost ukupno 84
alela, a srednji broj alela po lokusu iznosio je 4,2. Najvise alela su imali lokus Fca201 1
Fca723 (6 alela), a najmanje lokus Fca567 (2 alela).

Isprekidanu, disjunktnu (ne-kontinuiranu) distribuciju alela sam uocila na 60%
lokusa, dok je na lokusima Fca369, HDZ700, Fca742, Fca293, Fca424, Fca650, Fca567,
Fca559 distribucija alela bila kontinuirana.

Medu hrvatskim uzorcima prisutno je bilo 7 alela koji se nisu javili medu
uzorcima iz Slovacke, dok je medu slovackim uzorcima pronadeno 29 alela koji nisu bili
prisutni u Hrvatskoj. U Tablici 14. dan je pregled broja i uCestalosti alela euroazijskog
risa iz Hrvatske 1 Slovacke, a zatamnjeni su privatni aleli obje populacije.

Parametri genske raznolikosti euroazijskog risa iz Hrvatske te Slovacke prikazani
su u Tablici 15. Srednja vrijednost uocene heterozigotnosti (genske raznolikosti) risa iz
Hrvatske iznosila je 0,435 s rasponom od 0,018 do 0,737. Srednja vrijednost ocekivane
heterozigotnosti bila 0,490 s rasponom od 0,018 do 0,743. Znacajno odstupanje od
Hardy-Weinbergove ravnoteze medu hrvatskim uzorcima pronadeno je na tri lokusa
(15%) — Fca742, Fca424, Fca567. Srednja vrijednost uocene heterozigotnosti risa iz
Slovacke iznosila je 0,565 s rasponom od 0,188 do 0,875. Srednja vrijednost ocekivane
heterozigotnosti bila 0,599 s rasponom od 0,284 do 0,774. Znadajno odstupanje od
Hardy-Weinbergove ravnoteze u medu uzorcima iz Slovacke pronadeno je na dva lokusa
(10%) Fca424 1 Fcal23.

Osim za uocenu 1 ocCekivanu heterozigotnost, uzorci iz Slovacke ocituju vise
vrijednosti za sve ostale istrazene mjere genske raznolikosti - alelno bogatsvo za
Hrvatsku iznosi 3,049 a za Slovacku 4,159 te efektivan broj alela za Hrvatsku iznosi
2,113 a za Slovacku 2,590.

Srednja vrijednost koeficijenta krizanja u srodstvu za uzorke iz Hrvatske iznosi

0,093 dok za uzorke iz Slovacke iznosi 0,050.
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Tablica 14. Prikaz veli¢ine alela, broja i frekvencije alela za istrazene mikrosatelitske
lokuse euroazijskog risa iz Hrvatske 1 Slovacke, zatamnjeni su aleli koji se javljaju

u samo jednoj populaciji

Velici . Frekvencija Broj Frekvencija
Lokus elicina | Broj alela alela alela alela
alela Hrvatska - .
Hrvatska Slovacka | Slovacka
F53 167 0,173 0,656
168 0,000 0,031
171 4 0,010 4 0,031
175 0,798 0,281
179 0,019 0,000
Fca161 178 0,588 0,500
182 3 0,373 4 0,344
184 0,000 0,125
188 0,039 0,031
Fca369 162 0,268 0,531
166 3 0,705 3 0,188
170 0,027 0,281
HDZ700 143 0,475 0,406
145 3 0,000 4 0,063
147 0,458 0,094
149 0,068 0,438
Fca742 105 0,236 0,156
109 0,318 0,219
113 4 0,000 5 0,313
117 0,000 0,031
121 0,164 0,000
125 0,282 0,281
Fca132 171 0,660 0,188
173 0,009 0,000
177 3 0,330 4 0,750
178 0,000 0,031
179 0,000 0,031
Fca201 133 0,474 0,188
135 0,272 0,219
139 0,096 0,375
141 5 0,000 6 0,031
142 0,000 0,031
147 0,061 0,000
149 0,096 0,156
Fca247 143 0,342 0,531
145 0,026 0,031
147 4 0,307 5 0,125
149 0,325 0,219
152 0,000 0,094
Fca293 172 0,000 0,063
174 2 0,536 3 0,094
176 0,464 0,844
Lc106 90 0,103 0,063

w
(d)]
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98 0,000 0,156

100 0,302 0,219

102 0,000 0,125

106 0,595 0,438

Fca391 224 0,329 0,167
228 0,000 0,100

236 0,671 0,633

237 0,000 0,033

238 0,000 0,033

239 0,000 0,033

Fca424 168 0,000 0,188
172 0,581 0,594

176 0,419 0,219

Fca650 127 0,224 0,267
129 0,000 0,100

131 0,000 0,167

133 0,776 0,467

Fca567 88 0,492 0,250
90 0,508 0,750

Fca82 233 0,220 0,067
243 0,646 0,667

244 0,000 0,033

245 0,134 0,200

249 0,000 0,033

Fca723 179 0,000 0,125
187 0,000 0,250

191 0,000 0,063

193 0,009 0,031

197 0,991 0,469

201 0,000 0,063

F115 222 0,090 0,094
230 0,660 0,531

234 0,240 0,219

238 0,010 0,000

240 0,000 0,125

244 0,000 0,031

Fca123 138 0,345 0,031
142 0,483 0,719

144 0,172 0,250

Fca559 110 0,036 0,031
114 0,054 0,188

118 0,313 0,281

122 0,598 0,500

Fca001 177 0,038 0,000
179 0,827 0,375

181 0,000 0,219

187 0,019 0,000

189 0,115 0,406
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Tablica 15. Parametri genske raznolikosti euroazijskog risa iz Hrvatske te Slovacke

HRVATSKA
Lokus N | Na | Ne Ar F Fis Ho He PHWE
F53 52 411,498 | 3,745 | 0,017 | 0.027 | 0,327 | 0,336 | 0,813
Fca161 51 312,056 |2999 | 0,084 | 0.094 | 0,471 | 0,519 | 0,632
Fca369 55 311,770 | 2,985 | -0,003 | 0.006 | 0,436 | 0,439 | 0,160
HDZ700 58 32,282 |3,000 | 0,233 | 0.241 | 0,431 | 0,567 | 0,080
Fca742 55 43,798 | 4000 | 0,260 | 0.268 | 0,545 | 0,743 | 0,034*
Fca132 53 311,834 | 2,774 | -0,079 | -0.069 | 0,491 | 0,459 | 0,841
Fca201 57 513,118 | 5,000 | 0,174 | 0.182 | 0,561 | 0,685 | 0,178
Fca247 57 413,151 | 3,979 | -0,079 | -0.071 | 0,737 | 0,689 | 0,103
Fca293 55 211,989 | 2,000 | 0,159 | 0.168 | 0,418 | 0,502 | 0,279
Lc106 58 312,195 | 3,000 | -0,203 | -0.195 | 0,655 | 0,549 | 0,220
Fca391 41 211,791 |2,000| 0,172 | 0.184 | 0,366 | 0,447 | 0,293
Fcad24 43 211,948 | 2,000 | 0,331 | 0.342 | 0,326 | 0,492 | 0,031*
Fcab650 58 211,533|2,000| 0,108 | 0.116 | 0,310 | 0,351 | 0,449
Fcab567 60 211,999 | 2,000 | 0,300 | 0.307 | 0,350 | 0,504 | 0,021*
Fca82 41 32,066 | 3,000 | 0,102 | 0.114 | 0,463 | 0,522 | 0,621
Fca723 55 211,018 | 1,745 | -0,009 | 0.000 | 0,018 | 0,018 | 1,000
F115 50 411,994 | 3,820 | -0,083 | -0.073 | 0,540 | 0,504 | 0,557
Fca123 58 312,620 |3,000| 0,219 | 0.227 | 0,483 | 0,624 | 0,074
Fca559 56 4121763995 | 0,108 | 0.117 | 0,482 | 0,545 | 0,268
Fca001 52 411,431|3,955| 0,042 | 0.051 | 0,288 | 0,304 | 0,086
Srednja vrijednost 2,113 1 3,049 | 0,093 | 0.113 | 0,435 | 0,490
SLOVACKA
Lokus N | Na | Ne Ar F Fis Ho He PHWE
F53 16 411,954 | 3.875| -0,152 | -0.120 | 0,563 | 0,504 1,000
Fca161 16 412599 |3.938| 0,086 | 0.118 | 0,563 | 0,635 0,389
Fca369 16 312522 | 3.000 |-0,243 | -0.212 | 0,750 | 0,623 0,68
HDZ700 16 412,709 | 3.998 | -0,090 | -0.058 | 0,688 | 0,651 0,226
Fca742 16 514,000 |4.938 | 0,000 | 0.032 | 0,750 | 0,774 0,266
Fca132 16 411,668 | 3.875 | -0,093 | -0.061 | 0,438 | 0,413 0,427
Fca201 16 6 | 4,000 | 5.875 | -0,167 | -0.135 | 0,875 | 0,774 0,502
Fca247 16 512,813 | 4.938 | -0,067 | -0.034 | 0,688 | 0,665 0,755
Fca293 16 311,380 | 2.998 | 0,319 | 0.348 | 0,188 | 0,284 0,134
Lc106 16 513,531 | 4.998 | -0,046 | -0.014 | 0,750 | 0,740 0,547
Fca391 15 6| 2,261 |6.000| 0,163 | 0.197 | 0,467 | 0,577 0,544
Fcad24 16 312,296 | 3.000 | 0,889 | 0.896 | 0,063 | 0,583 | 0,00001***
Fca650 15 4 | 3,061 | 4.000| 0,109 | 0.143 | 0,600 | 0,697 0,387
Fca567 16 211,600 | 2.000 | 0,333 | 0.362 | 0,250 | 0,387 0,198
Fca82 15 512,036 | 5.000 | -0,310 | -0.279 | 0,667 | 0,526 0,868
Fca723 16 6 | 3,261 | 5.933 | -0,172 | -0.140 | 0,813 | 0,716 0,155
F115 16 512813 | 4938 | -0,067 | -0.034 | 0,688 | 0,665 0,481
Fca123 16 31,724 | 2938 | 0,553 | 0.575 | 0,188 | 0,433 0,016*
Fca559 16 4| 2,738 | 3.938 | -0,083 | -0.051 | 0,688 | 0,655 0,144
Fca001 16 312829 |3.000| 0,033 | 0.065 | 0,625 | 0,667 0,582
Srednja vrijednost 2,590 | 4,159 | 0,050 | 0,058 | 0,565 | 0,599

N - broj uspjesno genotipiziranih jedinki po lokusu

Na — raznolikost alela (broj alela po lokusu) (allelic diversity)
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Ne - broj efektivnih alela (No. effective alleles)
Ar — alelno bogatsvo (broj alela po lokusu neovisno o veli¢ini uzorka) (allelic richness)

F - koeficijent krizanja u bliskom srodstvu Fis (deficit heterozigota unutar populacije)
(fixation index)

Ho - uocena heterozigotnost (genska raznolikost) (observed heterozygosity)
He - ocekivana heterozigotnost (expected heterozygosity)

PHWE - vjerojatnost odstupanja izmedu uocene i ocekivane Hardy-Weinbergove
ravnoteze

*-P<0,05; **-P<0,01; ***-P<0,001

Provela sam zasebne statisticke analize parametara genske raznolikosti za uzorke iz
Hrvatske koji potjecu iz razdoblja do 2000. godine (49 uzoraka), te nakon 2000. godine
(11 uzoraka) (Tablica 16.). Svi lokusi na uzorcima prikupljenim do 2000. godine su
polimorfni, dok se nakon 2000. dva lokusa (Fca723 i Fca001) javljaju kao monomortni.
Ukupno 10 alela koji se javljaju na 7 lokusa u uzorcima do 2000. godine ne javljaju se
nakon toga, dok se jedan alel (alel 173 na lokusu Fcal32) javio samo u uzorcima nakon
2000. 1 to samo na jednom uzorku. Srednja vrijednost prosjecnog broja alela do 2000.
iznosila je 3,05 (raspon od 2 do 5 alela po lokusu), dok nakon 2000. godine srednja
vrijednost prosje¢nog broja alela po lokusa pada na 2,6 (s rasponom od 1 do 4). Uocena
heterozigotnost za uzorke do 2000. godine za 20 lokusa iznosila je 0,438 a ocekivana
heterozigotnost 0,489. Uzorci prikupljeni nakon 2000. godine ocitovali su uocenu
heterozigotnost od 0,470 a ocekivanu od 0,509 na ukupno 18 lokusa (budu¢i su dva
lokusa bila monomorfna). Znacajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze u medu
uzorcima do 2000. godine pronadeno je na dva lokusa (Fca742 1 Fca567), a nakon 2000.
osim dva monomorfna lokusa ukupno 3 lokusa znacajno odstupaju od Hardy-
Weinbergove ravnoteze (Lc106, Fcad424, Fcal23). Efektivan broj alela do 2000. godine
je iznosio 2,104 a nakon 2000. godine 1,939. Alelno bogatstvo za hrvatske uzorke
prikupljene do 2000. godine je iznosilo 2,964 dok je za uzorke nakon 2000. iznosilo
2,572.
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Tablica 16. Parametari genske raznolikosti za uzorke iz Hrvatske koji potjecu iz razdoblja

do 2000. godine (49 uzoraka), te nakon 2000. godine (11 uzoraka)

do 2000. godine (N=49)

nakon 2000. godine (N=11)

Prosjecan broj alela

3,5

2,6

Ho (Uocena heterozigotnost) | 0,438 0,470
He (Oc¢ekivana 0,489 0,509
heterozigotnost)

Ar (Alelno bogatstvo) 2,964 2,572
Ne (Efektivan broj alela) 2,104 1,939

4.3.3 Vjerojatnost identifikacije jedinke upotrebom mikrosatelitskih lokusa

Pomoéu racunalnog programa GIMLET (VALICRE, 2002.) izradunala sam

statistiCku vjerojatnost identifikacije (IP) pojedine jedinke euroazijskog risa temeljem

svakog od 20 istrazenih lokusa pojedinacno (pri tome sam koristila genotipove uzoraka iz

Hrvatske), §to je prikazano u Tablici 17. Vrijednost u prvom stupcu izrazava postotak

vjerojatnosti identifikacije jedinke ako se koristi samo taj pojedinacni lokus i vrijednosti

su poredane od najveée prema najmanjoj. U drugom stupcu nalaze se vrijednosti

identifikacije jedinke ako se koristi viSe lokusa, i to ako se koristi lokuse od prvog

navedenog u tablici pa sve do lokusa ¢ija se vrijednost oc¢itava. Pove¢avanjem koristenja

broja lokusa povecava se i postotak vjerojatnosti identifikacije. Tako na primjer ako za

identifikaciju jedinke koristimo samo prvih pet lokusa, vjerojatnost identifikacije je

navedena kod petog lokusa Lc106 1 iznosi 99,99%.
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Tablica 17. Postotak vjerojatnosti identifikacije euroazijskog risa

poredani po vjerojatnosti identifikacije jedinke

iz Hrvatske, lokusi su

Vjerojatnost identifikacije jedinke u %
koriste¢i vise
za svaki lokusa od prvog

lokus prema onom koji se

Lokus | pojedinacno oCitava
Fca742 88,17 88,17
Fca201 86,12 98,23
Fca247 84 99,70
Fca123 78,65 99,93
Lc106 72,89 99,99
Fca559 72,55 100,00
Fca82 72,18 100,00
HDZ700 71,68 100,00
F115 70,33 100,00
Fca161 67,34 100,00
Fca567 62,88 100,00
Fca293 62,78 100,00
Fcad24 62,29 100,00
Fca132 61,55 100,00
Fca369 61,77 100,00
Fca391 59,83 100,00
Fca650 52,54 100,00
F53 52,97 100,00
Fca001 50,6 100,00
Fca723 3,71 100,00

4.3.4 Procjena "uskog grla'" (engl. bootleneck)

Procjenu prolaska populacije risa iz Hrvatske te dva uzorka iz Bosne 1

Hercegovine kroz ,usko grlo*“ efektivne wveli¢ine svoje populacije (tj. procjenu

vjerojatnosti da su lokusi u ravnotezi izmedu mutacije i genetickog otklona) sam

napravila pomoc¢u programa Bottleneck. Izra¢un sam napravila pod pretpostavkom cetiri

mutacijska modela mikrosatelita: JAM (model bezgrani¢nih alela), TPM-70 (dvofazni

model s 70% mutacija korak po korak 1 30% viSestrukih mutacija), TPM-95 (dvofazni

model s 95% mutacija korak po korak i 5% viSestrukih mutacija), te SMM (model korak

po korak). Kako bi utvrdila da li u istrazivanoj populaciji postoji znacajan viSak

heterozigota po svim lokusima izabrala sam Wilcoxonov test zbroja rangova.
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Tablica 18. Prikaz rezultata procjene prolaska populacije risa iz Hrvatske te Bosne i Hercegovine kroz ,,usko grlo* efektivne veli¢ine svoje populacije

lokus

F53
Fcalo6l
Fca369
HDZ700
Fca742
Fcal32
Fca201
Fca247
Fca293
Lcl06
Fca391
Fca424
Fca650
Fca567
Fca82
Fca723
F115
Fcal23
Fcab59
Fcal01

* - p<0,05

108
106
114
120
114
110
118
118
112
120

86

120
124

86
114
104
120
116
108

BB W W WNNNDNNWN D O WS DWW

uoc¢ena

Na

OO O OO OO OO ODODODODOOOOoOooo

.338
.519
.437
.572
.743
.457
.688
.688
.503
.554
.436
.485
.342
.504
.531
.035
.515
.621
.540
.294

jas]
[0

O OO OO ODODODOOOOOOO0O0OOooo

.413
.321
.324
.409
.418
.308
.499
.417
.178
.323
.184
.192
.181
.174
.336
.325
.430
.317
.419
.415

Heq S.D.

OO O OO ODODODOOOOOOO0OOoOooo

.179 -0
177
.185
177
.180
.185
.165
.179
.166
.180
.164
.165
.165
.163
.187
.184 -
L1177
.185
177
179 -

COrRrORRPNORRPRPLPEPEREROROOR

I.A.M.

DH/sd Prob
.420 0.3380 |
.116 0.1480 |
.612 0.3570 |
.923 0.2110 |
.810 0.0020%*]
.803 0.2840 |
.145 0.1090 |
.513 0.0210%*
.962 0.0220%*|
.286 0.0910 |
.536 0.1420 |
.773 0.0850 |
.977 0.2340 |
.026 0.0180%*]
.039 0.1740 |
.573 0.0390*|
.480 0.4010 |
.648 0.0420%*|
.686 0.2960 |
.676 0.2810 |

0.506
0.381
0.381
0.494
0.498
0.383
0.582
0.497
0.200
0.
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

372

.214
.208
.203
.204
.386
.369
.505
.368
.500
.511

| T.P.M. 70

Heqg S.D DH/sd Prob
0.145 -1.159 0.1440 |
0.170 0.812 0.2420 |
0.166 0.336 0.4410 |
0.147 0.535 0.3410 |
0.149 1.639 0.0060%|
0.172 0.427 0.4390 |
0.127 0.837 0.2110 |
0.154 1.243 0.0440%|
0.170 1.782 0.0240%|
0.175 1.039 0.1440 |
0.170 1.307 0.1770 |
0.165 1.685 0.0770 |
0.174 0.800 0.2870 |
0.169 1.770 0.0190%|
0.172 0.844 0.2190 |
0.171 -1.952 0.0220%*|
0.141 0.073 0.4380 |
0.174 1.453 0.0490%|
0.150 0.271 0.4770 |
0.150 -1.442 0.1040 |

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0.
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

.588
.448
.456
.577
.577
.454
.664
.578
.233

455

.239
.244
.219
.223
.462
.459
.589
.454
.587
.582

Heq S.D.

O O OO OODOOOOOOOO0O0O0oooo

.100 -2.
.139
.140
.116
.112
.138
.090
.110
.173
.137
.166
.167
171
.168
.136
.133
.101
.138
.106
.109

[
o O o

L [
NORFrRrROWORrRrRORFRRPFORFR OO

S.M.M.
DH/sd Prob

494 0.0300 |
.512 0.3600 |
.135 0.3640 |
.036 0.4040 |
.483 0.0070*|
.016 0.4120 |
.260 0.5020 |
.004 0.1230 |
.564 0.0430~*|
.727 0.2370 |
.191 0.1960 |
.447 0.1020 |
.720 0.3050 |
.664 0.0260*|
.506 0.3530 |
.178 0.0000%*|
.732 0.1920 |
.214 0.0810 |
.440 0.2730 |
.647 0.0200%|

0.560
0.429
0.442
0.555
0.568
0.440
0.641
0.569
0.228
0.440
0.
0
0
0
0
0
0
0
0
0

224

.225
.225
.222
.442
.434
.564
.432
.569
.564

Heq S.D.

ol eoleoleoleNeoNolNoNoNeo o oo NoNoloBoNole Nl

.118 -1.
.149 0.
.143
.122
.120
.147
.099
.119
.172
.147
.168
.168
.170
.170
.147
.150
.120
.150
.120
.113

|
o

[ [
NORFRPRONORFHRORFRRPRPROREOOR O

T.P.M. 95
DH/sd Prob
885 0.0600
600 0.3090
.034 0.4110
.146 0.4760
.462 0.0020*
.109 0.4490
.477 0.3780
.001 0.1250
.594 0.0330*
.775 0.2350
.258 0.1820
.557 0.0970
.691 0.3190
.657 0.0280*
.600 0.3100
.654 0.0020%
.406 0.2860
.266 0.0660
.241 0.3160
.379 0.0280*

n — ukupan broj alela; Na - broj alela; He - uocena geneticka raznolikost; Heq — geneticka raznolikost o¢ekivana pod pretpostavkom ravnoteze izmedu
mutacija i genetickog otklona; IAM - model bezgrani¢nih alela; TPM 70 - dvofazni model s 70% mutacija korak po korak i 30% viSestrukih mutacija;

TPM 95 - dvofazni model s 95% mutacija korak po korak i 5% visestrukih mutacija; SMM - model korak po korak
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Znacajna odstupanja od ravnoteze izmedu mutacija i genetickog drifta koja ukazuju na
postojanje manjka heterozigota po barem jednom od cetiri koriStena mutacijska modela postoje na

ukupno 7 lokusa (Fca742, Fca247, Fca293, Fca567, Fca723, Fcal23, Fca001).

U dvosmjernom Wilcoxon testu [AM te TMP 70 mutacijski modeli pokazuje statisticki
znacajan viSak heterozigota po svim lokusima i time ukazuju na pojavu "uskog grla" kod risova u

Hrvatskoj.

Tablica 19. Rezultati Wilcoxon testa pod pretpostavkom Cetiri mutacijska modela

Vjerojatnosti IAM TPM 70 TPM 95 SMM

pd 0,99985 0,98926 0,92318 0,85287
pe 0,00035%* 0,01198* 0,08248 0,15590
pde 0,00071* 0,02395%* 0,16496 0,31179

pd - vjerojatnost dobivena testiranjem manjka heterozigota jednosmjernim testom (ukazuje na
Sirenje populacije)

pe - vjerojatnost dobivena testiranjem viska heterozigota jednosmjernim testom (ukazuje da je
populacija prosla kroz "usko grlo")

pde - vjerojatnost dobivena testiranjem viska i manjka heterozigota dvosmjernim testom

4.3.5 Procjena postojanja subpopulacija

Procjenu postojanja subpopulacija, tj. strukturiranje u dvije ili viSe grupacija napravila sam
uporabom racunalnog programa Structure. Procjenu sam napravila odvojeno za sve analizirane
uzorke (Hrvatska, Slovacka, Bosna i Hercegovina), i odvojeno za uzorke iz Hrvatske te Bosne i
Hercegovine. Na Slikama 25. i 26. prikazala sam rezultate programa Structure za "no admixture"
model strukturiranja podataka (populacije nisu u kontaktu tj. nema migracija), pod pretpostavkom
postojanja 3 populacije i "burn" parametrom od 10000 za sve analizirane uzorke. Stupovi na slici

26. predstavljaju jedinke poredane po redoslijedu kao u Tablici 13. navedenoj u Rezultatima
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Slika 26. Prikaz rezultata programa Structure 2.2 pripadnosti jednoj od tri teoretske subpopulacije po
"no admixture" modelu za 60 uzoraka iz Hrvatske, 16 uzoraka iz Slovacke, 2 uzorka iz Bosne 1
Hercegovine, te jedan uzorak iz Zooloskog vrta Zagreb, jedinke su poredane po redoslijedu kao u

Tablici 13. navedenoj u Rezultatima

Rezultati pokazuju jasno strukturiranje u tri odvojene populacije; populacija 1 — uzorci iz
Hrvatske te Bosne i Hercegovine, populacija 2 — uzorci iz Slovacke, populacija 3 — uzorak risa iz
Z00 vrta Zagreb. S time da dva slovacka uzorka SLV1 i x010 (oznake 63 i1 75) djelomi¢no

pokazuju pripadnost i Hrvatskoj populaciji.

Slikama 27. 1 28. prikazala sam rezultate programa Structure za "admixture" model
strukturiranja podataka (populacije su u kontaktu), pod pretpostavkom postojanja 2 populacije i
"burn" parametrom od 10000 za 60 uzoraka iz Hrvatske te dva uzorka iz Bosne i Hercegovine.
Stupovi na slici 27. predstavljaju jedinke poredane po redoslijedu kao u Tablici 13. navedenoj u

Rezultatima (zavr$no s uzorkom BiH2).
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Slika 27. Prikaz rezultata programa Structure 2.2 pripadnosti jednoj od dvije teoretske subpopulacije
po "admixture" modelu za 60 uzoraka iz Hrvatske i 2 uzorka iz Bosne i Hercegovine, jedinke su

poredane po redoslijedu kao u Tablici 13. navedenoj u Rezultatima
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Slika 28. Prikaz rezultata programa Structure 2.2 pripadnosti jednoj od dvije teoretske subpopulacije
po "admixture" modelu za 60 uzoraka iz Hrvatske i 2 uzorka iz Bosne i Hercegovine,jedinke

poredane prema vrijednosti varijable Q (dolje)

Na slikama 27. 1 28. je jasno vidljivo da ne postoji podjela uzoraka jednoj od dvije hipotetske
grupe (crvene ili zelene) jer postoji kontinuitet u vrijednosti varijable Q. Nije uocena pripadnost ili

samo crvenoj ili samo zelenoj grupi. Na Slici 28. prikazano je mijenjanje vrijednosti log(alpha)
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tijekom simulacije. Kod postojanja grupacija varijabla alpha je uglavnom konstantna i ne prijelazi

vrijednost 0,2 (PRITCHARDA i sur., 2007.).

4.5.6 Odredivanje spola

Spol istrazivanih jedinki odredila sam analizom SRY gena. Spol je uspjeSno odreden za

ukupno 70 jedinki, dok kod 9 jedinki spol nije mogao biti utvrden. Od 70 risova kojima je uspjelo

odrediti spol, ukupno 27 (38.6%) jedinki bilo je Zenskog spola, dok su 43 (61,4%) jedinke bile
muskog spola (Tablica 13.).
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S. Rasprava
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5.1 Uspjesnost sekvenciranja kontrolne regije i genotipizacije uzoraka

Uspjesnost umnazanja zeljenog slijeda DNA lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) ovisi
o pocetnom broju o¢uvanih DNA molekula u uzorku. Kvaliteta i kvantiteta DNA uzorka ovisi o
nacinu Cuvanja i starosti uzorka, §to je posebno vazno kod neinvazivnih i povijesnih (muzejskih)
uzoraka (WANDELER 1 sur., 2007.). Prilikom planiranja istrazivanja vazno je uzeti u obzir izvor i
tip uzoraka. U ovom istraZivanju najvazniji izvor uzoraka bili su povijesni uzorci, budu¢i je tesko
do¢i do uzoraka risa iz prirode. Ne samo zbog malog broja Zivotinja prisutnih u prirodi, ve¢ i zbog
skrovitog nacina Zzivota risa, pa je hvatanje zivih zivotinja i prikupljanje invazivnih uzoraka je
otezano. Pristup neinvazivnim uzorcima poput izmeta i dlaka je takoder otezan, bududi ris zakapa
izmet a zamke za hvatanje dlaka ucinkovite su samo na lokacijama koje risovi koriste za markiranje
podruc¢ja (SCHMIDT 1 sur., 2006.). Prilikom izbora povijesnih uzoraka trofeja risa morala sam uzeti
u obzir da pri tome ne smijem oStetiti trofej, tako da nisam bila u moguénosti uzeti uzorak za koji su
istrazivanja pokazala najveci uspjeh. Kod uzoraka kosti iberijskog risa najbolji uspjeh umnazanja
mitohondrijske te nuklerane DNA bio je iz uzoraka mastoidnog izdanka temporalne kosti (CASAS-
MARCE i sur., 2010.), no uzimanje tog uzorka osteCuje trofej stoga sam u ovom istrazivanju
koristila hrskavice iz nosne Supljine trofejnih lubanja, §to uopée ne ostecuje trofej koji je vrlo
dragocjen kolekcionarima. Takoder, isto istrazivanje upucuje da najve¢i uspjeh umnazanje
mitohondrijske i1 nuklerane DNA iz §tavljenih krzna ima uzorak kandze (CASAS-MARCE 1 sur.,
2010.), no zbog manjeg oSteCenja krzna ja sam uzimala uzorak mekusi. Usporedba uspjesnosti
umnazanja mikrosatelitskih lokusa iz uzoraka miSi¢a pohranjenih u etanolu i kandzi s Stavljenih
krzna kod Zderonje (Gulo gulo) i euroazijskog risa pokazala je da je uspjeSnost genotipizacije iz
kandzi jednaka onoj iz miSica (HEDMARK i ELLEGREN, 2005.). Istrazivanje na iberijskom risu
je pokazalo da je umnazanje mitohondrijske i nuklerane DNA uspjesSnije iz mekusi nego koze
Stavljenih trofeja (CASAS-MARCE i sur., 2010.). Smatra se da je to posljedica prisutnosti PCR
inhibitora u kozi, dok prisutnost inhibitora nije pronadena u mekuSima. Problem kod trofejnih
uzoraka je da obrada trofeja koja ukljucuje kuhanje te cak i izbjeljivanje kosti te obrada koze
enzimskim reagensima oSte¢uju DNA 1 inhibira PCR reakciju (HALL i sur., 1996.; CASAS-
MARCE i sur., 2010.).

Umnazanje mtDNA kod arheoloskih uzoraka trebalo bi biti uspjeSnije nego umnaZzanje
nuklearne DNA, ¢ak i nakon duzeg perioda ¢uvanja, zbog Cinjenice da je mtDNA u stanici prisutna

u ve¢em broju kopija (WANDELER 1 sur., 2007.). No DNA se zbog osStecenja razlaze na krace
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fragmente (FRANTZEN i sur., 1998), stoga se preporuca analiza sekvenci duzine manje od 200 do
300 pb (TABERLET i sur., 1999.). Dokazana je korelacija izmedu uspjeSnosti umnazanja mtDNA i
mikrosatelita s duzinom zeljene sekvence (BROQUET i sur., 2007.). CASAS-MARCE i sur. (2010.)
su potvrdili vecu uspjesnost amplifikacije markera mitohondrijske nego nuklerane DNA iz viSe
tipova muzejskih uzoraka, no uocili su loSiju amplifikaciju mtDNA nego nuklearne iz uzoraka
mekusi muzejskih uzoraka, $to objas$njavaju nizom koncentracijom mtDNA u ovom tipu uzorka.

U ovom istrazivanju umnazala sam kontrolnu regiju duzine 850 pb, pa sam zbog duZine
fragmenta i o¢ekivala slabiju uspjeSnost umnazanja kod neinvazivnih i povijesnih uzoraka. No zbog
niske raznolikosti ve¢ istrazenih kra¢ih fragmenata mtDNA risa na malom broju uzoraka iz Hrvatske
i Slovenije (POLANC 2003., GOMERCIC i sur., 2006.) Zeljela sam istraziti §to duZu sekvencu da
provjerim postojanje polimorfnih mjesta na duzem slijedu. POLANC (2003.) je analizirao 16
uzoraka risa iz Slovenije, te je na slijedu dugom 450 pb utvrdio postojanje jednog haplotipa.
GOMERCIC i sur. (2006) su analizirali dva uzorka u duZini 184 pb i takoder potvrdili prisutnost
jednog haplotipa.

Kontrolnu regiju mitohondrijske DNA umnozila sam za ukupno 113 razli¢ita uzorka risa (za
11 od 124 istrazena uzorka je utvrdeno da ne pripadaju risu), od ¢ega sam kvalitetan slijed dobila
kod 32 uzorka tj. 28.3%. Vazno je naglasiti da sam sljedove kontrolne regije dobila samo kod
invazivnih uzoraka (30 od 31 analiziranih uzoraka, uspjesnost 97,8%) te kod dva uzorka dlake (2 od
4 analizirana uzorka dlake, uspjesnost 50%). Niti jedan povijesni uzorak nije dao kvalitetan slijed
kontrolne regije.

Uspjesnost genotipizacije je bila 100% kod svih istrazenih invazivnih uzoraka, dok je
uspjesnost kod uzoraka mekusi i lubanja bila priblizno jednaka (61,5% 1 57,7%). Genotipizacija iz

neinvazivnih uzoraka te dva uzorka preparirane koze nije bila uspjesna.

5.2 Provjera da li neinvazivni uzorci pripadaju euroazijskom risu

Od 12 uzoraka izmeta kod kojih sam dobila kvalitetan slijed kontrolne regije pretragom
GenBank baze podataka utvrdila sam da su dva uzorka pripadala euroazijskom risu, dva vuku
(Canis lupus), sedam lisicama (Vulpes vulpes), dok je jedan uzorak pripadao europskoj krtici (Talpa
europea). Buduci da izmet risa, vuka i lisice oblikom i sastavom moze biti slican sakupljaci su krivo

identificirali izmet kao risji, ili se u slu¢aju lisica i krtice mozda umnozila mtDNA risjeg plijena.
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5.3 Raznolikost kontrolne regije mitohondrijske DNA

Utvrdila sam da svi analizirani uzorci iz dinarske (Hrvatska, Slovenije, Bosna i Hercegovine)
te karpatske populacije (Slovacka) pripadaju istom haplotipu koji je identican haplotipu
euroazijskih risova iz Baltickih zemalja (HELLBORG i sur., 2002.), Karpata te iz reintroducirane
Svicarske populacije (GUGOLZ i sur., 2008.). Takav rezultat je logi¢an budu¢i da su populacije u
Dinaridima i Alpama nastale reintrodukcijom malog broja zivotinja iz karpatske populacije. Do sada
je istrazen tek manji broj uzoraka risa iz karpatske populacije medu kojima je pronaden samo jedan
haplotip. Postavlja se pitanje da li bi se analizom veceg broja uzoraka utvrdila prisutnost novih
haplotipa mtDNA u Karpatima? No, budu¢i da je u Dinaride reintroducirano samo Sest Zivotinja, za
koje se pretpostavlja da su bile u srodstvu, logicno je za ocekivati da se u Dinaride naselio samo
jedan haplotip (i u slucaju da ih je u Karpatima prisutno vise).

HELLBORG i sur. (2002.) analizirali su 700 parova baza kontrolne regije 276 uzoraka risa iz
Skandinavije (Svedska, Norveska), Finske i Baltika (Estonija i Latvija) i pronasli &etiri haplotipa.
Jedan haplotip je pronaden u Skandinaviji, Finskoj 1 Baltickim drZzavama, u Finskoj i Baltiku su
pronadena joS§ dva, te Cetvrti koji je bio jedinstven samo za Baltik. HELLBORG 1 sur. (2002.)
predlazu da je srednja razina raznolikosti mtDNA moguca karakteristika euroazijskih risova nastala
kao posljedica prezivljavanja populacije u samo jednom glacijalnom utocistu.

GUGOLZ 1 sur. (2002.) analizirali su 9 muzejskih uzoraka izumrle populacije euroazijskog
risa s podrucja Alpa te 16 uzoraka recentnih populacija (autohtone populacije Balkana, Baltika,
Skandinavije, Karpata, Kavkaza, Mongolije i Siberije, te reintroducirane Svicarske populacije).
Sekvencirali su dva odvojena fragmenta kontrolne regije, duzine 157 pb i 143 pb, medu kojima se
nalazi oko 280 pb duga ponavljajuca sekvenca. Potvrdili su postojanje sedam razli¢itih haplotipa, od
¢ega su Cetiri ve¢ poznata iz istrazivanja HELLBORG 1 sur. (2002.). Od cetiri novo otkrivena
haplotipa H5 (EU107389) naden je na uzorcima iz Balkana i Kavkaza, H6 (EU107390) naden je u
jednom uzorku izumrle Alpske populacije (u kojoj se javljaju jos i H1, H2, H3) te u mongolskim i
sibirskim uzorcima, dok je haplotip H7 (EU107391) naden samo kod balkanske populacije. Autori
dovode u pitanje pouzdanost podatka o pronalasku haplotipa H6 u u jednom uzorku izumrle Alpske
populacije, budu¢i da se radi o uzorku starom preko 200 godina.

GUGOLZ 1 sur. (2002.) na temelju ovih podataka predlazu scenarij zajednicke evolucije

risjih populacija u Alpama i na sjeveru Europe. Predlazu postojanje glacijalnog utocista na jugu
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Europe, vjerojatno u Italiji (Sto potvrduju i nalaziSta iz kasnog Pleistocena) ili u zapadnoj
Francuskoj, odakle se ris progirio preko Alpa, centralne Europe i Danske do Svedske. Alternativna
ruta se mogla odvojiti u centralnoj Europi putem koje je uz jugoistocnu obalu Baltickog mora
kolonizirana Finska. Autori naglaSavaju moguénost odvojene evolucije balkanske populacije kod
koje je medu samo tri uzorka pronadeno ¢ak dva razlicita haplotipa (od toga jedan jedinstven za
balkansku populaciju). Temeljem haplotipa H4 ¢ija prisutnost je potvrdena u baltickim zemljama
(HELLBORG 1 sur., 2002.), te na Karpatima i u reintroduciranoj alpskoj populaciji (GUGOLZ i
sur., 2002.), autori predlazu izolaciju karpatske populacije tijekom posljednjeg ledenog doba. Nisku
frekvencija ovog haplotipa u Baltiku objaSnjavaju sekundarnim kontaktom medu populacijama.
Uzorak risa iz Zagrebackog zooloSkog vrta imao je haplotip koji se ne poklapa s niti jednom
od sekvenci koje su pohranjene u GenBank bazi. Prema podatcima EAZA-e (European Association
for Zoo and Aquaria) otac te zivotinje je bio podrijetlom iz Karpata, to¢no podrijetlo majke je
nepoznato, no zna se da je djed s majcine strane sa sjevera Europe. Vjerojatno je zbog takvog
krizanja Zivotinja iz populacija koje prirodno nisu u kontaktu nastao je haplotip koji nije prisutan u

prirodi.

5.4 Ponavljajucu sekvenca unutar kontrolne regije

Do sada je opisano 5 tipova ponavljajucih sekvenci (engl. repetitive sequence - RS) unutar
kontrolne regije mitohondrijske DNA (HOELZEL 1993.; HOELZEL i sur., 1994.). Potvrdene su
kod vise vrsta kraljeznjaka, ukljucujuéi ribe (BUROKER i sur., 1990.; STARNER i sur., 2004.;
TAKAGTI 1 sur., 2006.), ptice (EBERHARD i sur., 2001.) i viSe vrsta sisavaca (HOELZEL i sur.,
1994., GEMMELL i sur., 1996.; MATSON i BAKER 2001.; JAE HEUP i sur., 2001.; FERRANDO
isur., 2004; PURDUE i sur., 2006.).

Kontrolna regija domac¢ih macaka (Felis catus) duga je oko 1560 pb, a karakteriziraju ju
dvije odvojene ponavljajuce sekvence (RS-2 i RS-3) na suprotnim stranama konzerviranog
srediSnjeg dijela kontrolne regije (LOPEZ i sur., 1996.). Sekvenca oznacena kao RS2 sastoji se od
80 do 82 pb, ocuvanog je slijeda (91-98% sli¢nosti), te autori uocavaju vecu stabilnost kod sljedova
u kojim se RS2 sekvenca ponavlja dva ili tri puta. Ponavljanja duzine 40, 80 ili 160 pb su kod do
50% istrazenih jedinki ocitovala heteroplasmiju, a najvjerojatniji mehanizam njihovog nastanka je

klizanje DNA prilikom replikacije (HOELZEL i sur., 1994.). No smatra se da RS-2 i RS-3 imaju i
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funkcionalnu ulogu, te su stoga podvrgnuti utjecaju selekcijskog pritiska (JAE HEUP i sur., 2001.).
Smatra se da ta ponavljanja mozda pomazu vezivanju proteina ukljuc¢enih u replikaciju mtDNA, pa
je zbog toga njihova duzina pod selekcijom buduéi se duze sekvence sporije umnazaju $to je
nedostatak (JAE HEUP 1 sur.,, 2001.). Takoder se smatra da ponavljanja imaju ulogu u
kompenziranju Stetnih mutacija koje se nakupljaju tijekom Zivota jedinke (JAE HEUP i sur., 2001.).
Uoceno je da broj ponavljanja moze varirati s dobi i generacijskim razdobljem, te da starije jedinke
(SOLIGNAC i sur. 1987.) i sustavi s duzim generacijama (CASANE i sur. 1997.) prosjecno imaju
duza ponavljanja sekvenci.

Istrazivanje na velikim mackama (lav, tigar, leopard, snjezni leopard, jaguar) utvrdilo je
prisutnost obje ponavljajuce sekvence (RS-2 od 80pb i RS-3 od 6-10 pb) unutar kontrolne regije
(JAE HEUP 1 sur., 2001.). RS-2 sekvenca se ponavljala jedan do cetiri puta, dok su u 80% slucajeva
bila prisutna tri ponavljanja. Kod africkih geparda (Acinonyx jubatus) RS-2 sekvenca ponavlja se 4
puta, unutar ¢ega je utvrdena prisutnost Sest razliCitih haplotipova (FREEMAN i sur., 2001).
Istrazivanje provedeno na divljoj (Felis silvestris) i domac¢oj macki (Felis catus) takoder potvrduje
prisutnost ponavljajuc¢e sekvence duzine 80 pb, koja se ponavlja jedan do Cetiri puta, te autori
sukladno broju ponavljanja razlikuju haplotipove mitohondrijske DNA (HERTWIG i sur., 2009.).

U ovom istrazivanju unutar sekvence kontrolne regije euroazijskog risa identificirala sam
ponavljajucu sekvencu duzine 80 pb, koja se ponavlja 3.5 puta (3 ponavljanja od 80 pb i ponavljanje
44 pb). No kod 8 (25%) od 32 analizirana uzorka sekvenca se ponavlja 2.5 puta, odnosno jedno
ponavljanje od 80 pb nedostaje. U sklopu ovog istrazivanja nije provedeno kloniranje uzoraka stoga
nisam mogla utvriti prisutnost heteroplazmije, stoga sam ove promjene definirala kao dvije varijante

haplotipa H4.

5.5 Genska raznolikost euroazijskog risa iz Hrvatske

Svih 20 istrazenih mikrosatelitnih lokusa euroazijskog risa iz Hrvatske i Slovacke bili su
polimorfni. U Hrvatskoj sam utvrdila nizi srednji broj alela (3,1) u odnosu na izvornu populaciju iz
Slovacke (4,2). Takoder, uocena heterozigotnosti risa iz Slovacke iznosila je 0,565 i veca je od
uocene heterozigotnosti risa iz Hrvatske (0,435). Medu slovackim uzorcima pronadeno je 29 alela
koji nisu prisutni u Hrvatskoj, dok je medu hrvatskim uzorcima bilo prisutno 7 alela koji se nisu

javili medu uzorcima iz Slovacke. Privatni aleli pronadeni medu Hrvatskim uzorcima najvjerojatnije
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su posljedica malog broja obradenih uzoraka iz Slovacke (N=16), a upravo taj mali broj uzoraka jos
viSe naglasava veliki udio alela koji se izgubio u Hrvatskoj u odnosu na izvornu populaciju (29).
Medu uzorcima iz Hrvatske te Bosne 1 Hercegovine nije utvrdena podjela na subpopulacije,
dok se jasno odvajaju populacija u Dinaridima (uzorci iz Hrvatske te BiH) 1 karpatska populacija
(uzorci iz Slovacke), te kao zasebna cjelina uzorak iz zagrebackog zooloskog vrta. Iako je populacij
u Dinaridima nastala naseljavanjem Zzivotinja iz Karpata, zbog 37 godina izoliranosti te se dvije

populacije danas jasno razdvajaju.

Pojava uskog grla u populaciji uzrokuje smanjenje broja alela i genske raznolikosti, s time da
se smatra da se raznolikost alela gubi brze nego heterozigotnost. Deficit alela nastaje kao posljedica
kompleksa cetiri parametra — vrijeme koje je proteklo od uskog grla, odnos efektivne veliCine
populacije prije 1 neposredno nakon uskog grla, brzina mutacije i veliina analiziranog uzorka
(CORNUET i LUIKART, 1996.). Kod analiza pojave uskog grla IAM model se preporucuje za
upotrebu kod alozima, a SMM model kod mikrosatelita. No budu¢i da ta dva modela predstavljaju
ekstreme, najbolje je koristiti TMP model jer lokusi najvjerojatnije mutiraju po modelu koji je u
sredini izmedu ta dva modela (PIRY i sur., 1999.) U dvosmjernom Wilcoxon testu IAM te TMP 70
mutacijski modeli pokazuju statisticki znacajan viSak heterozigota po svim lokusima i time ukazuju
na pojavu "uskog grla" kod risova u Hrvatskoj. Uobi¢ajno je da razli¢iti modeli ne daju jednake
rezultate za analizu pojave uskog grla, no s obzirom na koriStene markere smatram da su IAM i
TMP model pouzdano potvrdili postojanje uskog grla.

Koeficijent krizanja u bliskom srodstvu (F, the inbreeding coefficient) nam govori u koliko
bliskom srodstvu su jedinke u populaciji tj. u slucaju jedne zivotinje u koliko bliskom srodstvu su
roditelji jedinke, a izracun se temelji se na povecanju udjela homozigotnih jedinki. Npr. pri
F=0,0625 roditelji jedinke su prvi rodaci. Srednja vrijednost koeficjenta krizanja u srodstvu za
sveukupne uzorke iz Hrvatske iznosi 0,093.

HELLBORG i sur. (2002.) analizirali su 11 mikrosatelitskih lokusa 276 uzoraka risa iz
Skandinavije (Svedska, Norveska), Finske i Baltika (Estonija i Latvija), te utvrdili heterozigotnost u
rasponu 0,51 — 0, 62 i potvrdili posljedice nedavnog uskog grla u skandinavskoj populaciji. Veca
heterozigotnost populacija iz Finske (0,62) i Baltika (0,60) objasnjava se kontaktom s velikom
populacijom risa u Rusiji.

SPONG i1 HELLBORG (2002.) analizirali su 12 mikrosatelitskih lokusa 89 wuzoraka
euroazijskog risa iz Svedske i 107 uzoraka iz Norveske, da bi potvrdili posljedice uskog grla.

Procjenjuje se da je brojnost Skandinavske populacije krajem 1920-ih pala ispod 30 Zivotinja, te da
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do porasta na danasnju brojnost od oko 2 000 zivotinja nije bila u kontaktu sa susjednom finskom
populacijom. Prosje¢na heterozigotnost je iznosila 0,49 s prosjecnim brojem alela 4,7. Autori su
primijenili visSe kompjuterskih mutacijskih modela za dokazivanje uskog grla, te su pomocu 1AM
modela potvrdili postojanje uskog grla, dok SMM nije uocio usko grlo. Budu¢i da istrazivanja
pokazuju da mutacija mikrosatelita odgovara IAM viSe nego SMM, autori smatraju da je usko grlo
potvrdeno. Ostali testovi (k test, g test) koji su autori primijenili takoder nisu potvrdili postojanje
uskog grla, §to autori tumace moguéim postojanjem migracija u drugoj polovici 20. stoljeca iz
Finske, te najvjerojatnije objaSnjenje da je koriSten premali broj lokusa Sto umanjuje mocé
razlu€ivanja upotrijebljenih programa.

RUENESS 1 sur. (2003.) istrazili su Skandinavsku populaciju risa, a cilj im je bio opisati
prostornu strukturu populacije koja je dozivjela usko grlo i brzo se proSirila nakon toga. U
istrazivanje su ukljucili i uzorke iz Karpata te Rusije, i prethodno istrazene uzorke iz Finske i
Baltika. Potvrdena je prosjecna raznolikost skandinavskih uzoraka od 0,5, $to je najnize medu
istrazenim populacijama. Najvec¢u gensku raznolikost imalo je tek 11 uzoraka iz Rusije (0,699).
Uoceno je da su uzorci sa sjevera Skandinavije pokazali ve¢u raznolikost nego oni s juga, dok je
razlikovanje u smjeru zapad — istok slabije izrazeno. Sukladno provedenim analizama autori
predlazu postojanje najmanje tri sub-populacije unutar Skandinavije. Pitanje je da li je ta podjela
nastala nakon uskog grla tj. nakon Sirenja populacije iz jedne jezgre ili je postojala i prije.
Kompjuterski programi upucuju da je razlika nastala kao posljedica izolacije zbog udaljenosti, no
kada se u obzir uzme sposobnost disperzije risa ovaj model se dovodi u pitanje. Autori predlazu da
je na sjeveru Skandinavije opstala joS jedna populacija o kojoj ne postoje zapisi, te da trenutna
populacija risa u Skandinaviji potjece iz viSe nego jedne jezgre, a da je razlika medu populacijama
moguca posljedica teritorijalnog ponasanja risa. PAMILO (2004.) dovodi u pitanje zakljucke
RUENESS 1 sur. (2003.) zbog nepodudaranja postavljene hipoteze i koriStenih kompjuterskih
analiza. PAMILO (2004.) koristi stohasticki model i1 potvrduje da je danasnja genska raznolikost
skandinavske populacije mogla nastati kao posljedica kolonizacije sjevera i istoka iz jednog izvora.
JORDE 1 sur. (2006.) objavljuju odgovor na ¢lanak PAMILO (2004.), te potvrduju svoje stajaliSte
da su koristili odgovaraju¢i model (,,stepping-stone*) za predlozenu hipotezu te brane svoje
zakljucke.

BREITENMOSER — WURSTEN i OBEXER — RUFF (2003a.) analizirali su 17
mikrosatelitskih lokusa na 350 uzoraka euroazijskog risa autohtonih i reintroduciranih populacija.

Uocena heterozigotnost autohtonih populacija iznosila je 0,54 — 0,68 dok su reintroducirane
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populacije pokazivale manju heterozigotnost u usporedbi s populacijom iz koje potjecu.
Reintroducirana populacija iz Jure izgubila je 27% alela, a Alpska 39% alela u odnosu na karpatsku
populaciju iz koje potjecu. Heterozigotnost ovih populacija slicna je niskoj heterozigotnosti nekih
populacija divljih macaka kod kojih je parenje u srodstvu dovelo do kongenitalnih i reproduktivnih
poremecaja. Autori su dokazali da se sve istrazene populacije genetski razlikuju, osim
reintroducirane populacije u Bavarsko-Bohemskoj Sumi koja je ista kao izvorna karpatska
populacija. Najveca razlika uocena je izmedu skandinavske i reintroducirane alpske populacije.
Filogenetsko stablo odvaja tri skupine - karpatsku populaciju i reintroducirane populacije potekle iz
nje; skandinavsku skupinu te Finsku i Baltik odvajaju u zasebnu skupinu. Balkanska te sibirska
populacija odvajaju se od svih ostalih grupa, no rezultat nije pouzdan budu¢i je za svaku analiziran
tek jedan uzorak.

SCHMIDT i sur. (2009.) istrazili su gensku strukturu euroazijskog risa iz Poljske, Latvije i
Estonije, te su pri tome analizirali Sest mikrosatelitskih lokusa na 64 uzorka. Uocena heterozigotnost
je iznosila 0,68 a srednji broj alela po lokusu 6,7. Parenje u srodstvu nije potvrdeno u niti jednoj
populaciji. Najniza raznolikost uoCena je u najzapadnijem, perifernom dijelu populacije — na
sjeveroistoku Poljske, Sto se podudara i sa smanjenom morfoloSkom raznoliko$¢u te populacije u
usporedbi s onima iz Latvije i Estonije. Ta populacija ipak ima vecu raznolikost nego ona u
Skandinaviji iako se smatra da je dva puta gotovo dovedena pred izumiranje. No pretpostavlja se da
su uska grla bila kratkotrajna te da raznolikost podizu imigranti iz susjednih populacija, Sto

potvrduje Cinjenica da parenje u srodstvu nije pronadeno.
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Tablica 20. Pregled genske raznolikosti do sada istrazenih populacija euroazijskg risa

Zemlja Autor Broj Srednji Genska
istrazenihmi | broj alela | raznolikost
krosatelita | po lokusu

Hrvatska Ovo istrazivanje 20 3,1 0,435
Slovacka Ovo istrazivanje 20 4,2 0,565
Svedska, Norveska | HELLBORG (2002.) 11 472 0,50
Finska, Baltik HELLBORG (2002.) 11 6,0 0, 63
(Estonija i Latvija)

Svedska, Norveska SPONG i HELLBORG (2002.) 12 4,7 0,49
Svedska, Norveska, RUENESS i sur. (2003.) 10 7,3 0,606

Finska, Baltik,
Karpati, Rusija

Norveska RUENESS i sur. (2003.) 10 4,4 0,517
Svedska RUENESS i sur. (2003.) 10 4,1 0,506
Finska RUENESS i sur. (2003.) 10 54 0,633
Baltik RUENESS i sur. (2003.) 10 4,7 0,612
Rusija RUENESS i sur. (2003.) 10 5,0 0,699
Ceska RUENESS i sur. (2003.) 10 2,8% 0,510
Autohtone populacije | BREITENMOSER — 17 0,54 - 0,68
(Norveska, Svedska, WURSTEN i OBEXER —

Finska, Estonija, latvija, RUFF (2003a.)
Slovacka, Ceska, Poljska,

Rumunjska, Makedonija)

Reintroducirane BREITENMOSER — 17 0,42-0,61
populacije WURSTEN i OBEXER —
(Svicarska, RUFF (2003a.)
Njemacka, HR, SLO,
BiH)
Karpati BREITENMOSER — 17 4,6 0,62
WURSTEN i OBEXER —
RUFF (2003a.)
Poljska, Latvija i SCHMIDT i sur. (2009.) 6 6,7 0,68
Estonija

* analizirano samo 7 uzoraka

Ris iz Hrvatske ima najnizi srednji broj alela po lokusu (osim uzoraka iz Ceske autora
RUENESS i sur. (2003.), no oni su analizirali samo 7 uzoraka) i najnizu heterozigotnost od svih do
sada istraZzenih populacija euroazijskog risa. Heterozigotnost uzoraka iz Hrvatske dobivena u ovom
istrazivanju je na nizoj granici prosjecne heterozigotnosti reintroduciranih populacija koje su istrazili
BREITENMOSER — WURSTEN i OBEXER — RUFF (2003a.). Isti autori su u svom istrazivanju
analizirali 20 uzoraka iz viSe zemljama koje pokriva karpatska populacija, te utvrdili slican srednji

broj alela dobiven u ovom istrazivanju za uzorke iz Slovacke, no vecu heterozigotnost (0,62 u
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odnosu 0,565), Sto je vjerojatno posljedica toga Sto uzorci karpatske populacije u ovom istrazivanju
potjecu iz samo jedne zemlje.

Kada se odvojeno analiziraju uzorci risa iz Hrvatske prikupljeni do 2000. i nakon 2000.
godine uocava se gubitak genske raznolikosti u posljednjih 10 godina. Prosjecan broj alela po lokusu

pao je s 3,05 na 2,6 dok je izgubljeno ukupno 10 alela na 7 mikrosatelitnih lokusa.

5.6 Usporedba s ostalim vrstama

Da bi se stekao dojam o rasponima vrijednosti parametara genske raznolikosti risa iz
Hrvatske, usporedila sam podatke dobivene ovim istrazivanjem s podatcima nekoliko ugrozenih
predstavnika porodice macaka za koje je dokazano da je parenje u srodstvu uzrokovalo pad
sposobnosti prezivljavanja. Iako je ovakva usporedba ograni¢enog karaktera, upucuje nas na
znacenje dobivenih podataka.

Reintrodukcija pume na Floridu klasican je primjer zastite i upravljanja ugrozenom vrstom
na temelju podataka dobivenih istrazivanjem populacijske genetike. Podvrsta puma iz Floride
(Puma concolor coryi) ima ograni¢eno staniSte na istoku Sjeverne Amerike (oko Miamia), te je
pocetkom 1990-ih populacija svedena na 20 — 25 odraslih jedinki koje su oc¢itovale smanjenu gensku
raznolikost kao posljedicu parenja u srodstvu. Populacija iz 80-ih imala je jedan haplotip
mitohondrijske DNA (prije redukcije veli€ine prisutna su bila najmanje 3 haplotipa) te je o¢ekivana
heterozigotnost 10 mikrosatelitskih lokusa bila 0,147 (CULVER i sur., 2008.). DRISCOLL i sur.
(2002.) istrazili su raznolikost 90 mikrosatelitnih lokusa 1 utvrdili ocekivanu i1 uocenu
heterozigotnost od 0,17 odnosno 0,19, te 1,51 prosjeCan broj alela po lokusu. Istrazivanja su
dokazala da je parenje u srodstvu kod populacije uzrokovalo slabiju kvalitetu sperme, nizu razinu
testosterona, pad reproduktivnog kapaciteta, kriptorhizam u viSe od 80% muzjaka, defekte src¢anih
zalistaka, te povecanu ucestalost parazitarnih i zaraznih oboljenja (JOHNSON i sur., 2010.). Budu¢i
da su demografski modeli predvidali 95% vjerojatnost izumiranja populacije u roku od dvije godine,
1995. godine provedena je reintrodukcija. Reintroducirano je 8 jedinki iz Texasa, koje su naseljene
na podrucje koje je nastanjivala populacija od 26 puma (populacije u Floridi i Texasu su neko¢ bile
povezane). Do 2003. godine zabiljezen je prosjecan pomladak od 26.6 mladunca godiSnje, Sirenje
staniSta 1 porast gustoce naseljenosti, a ukupna veli¢ina populacije je rasla 14% godiSnje, te dosegla

brojku od 95 odraslih jedinki. Zabiljezen je porast heterozigotnosti, niza prosje¢na dob odraslih
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jedinki, povecan postotak prezivljavanja mladuncadi koji su nastali parenjem reintroduciranih i
autohtonih zivotinja u usporedbi s potomcima autohtonih zivotinja, te je povecan postotak
prezivljavanja odraslih jedinki. Reintrodukcija se smatra iznimno uspje$nom, brojnost populacije je
narasla tri puta, doslo je do je porasta genske raznolikosti i sposobnosti prezivljavanja te se oCituje
redukcija u ispoljavanju fenotipskih karakteristika za koje se smatralo da su nastale kao posljedica
parenja u srodstvu.

Iberijski ris (Lynx pardina) najugrozenija je macka svijeta, koja je opstala samo u dvije
izolirane populacije u Spanjolskoj te se provodi uzgoj Zivotinja u zato&enistvu i njihovo pustanje u
prirodu da bi se osigurao opstanak vrste. Istrazivanja su pokazala da je srednji broj alela po lokusu
iberijskog risa 2,05 te da je od 28 istrazenih lokusa tek 86% njih polimorfno (JOHNSON 1 sur.,
2004.).

Amurski leopard (Panthera pardus orientalis) kriticno je ugroZena podvrsta leoparda
prisutna samo na istoku Rusije, a smatra se da populaciju ¢ini 25 do 40 zivotinja. Istrazivanje 25
mikrosatelitskih lokusa pokazalo je 80%-tnu polimorfnost, srednji broj alela 2,32 te efektivni broj
alel 1,7 dok je srednja vrijednost uocene heterozigotnosti iznosila 0,402. U populaciji je prisutan
samo jedan haplotip mitohondrijske DNA. Amurski leopard ocituje najnizu gensku raznolikost od
svih do sada istrazenih podvrsta i populacija leoparda te se smatra da je opstanak populacije ozbiljno
ugrozen 1 sukladno tome predlaze se naseljavanje novih jedinki da bi se osigurao opstanak
populacije (UPHYRKINA i sur. 2002.).

DRISCOLL i sur. (2002.) istrazili su raznolikost 90 mikrosatelitnih lokusa vise populacija
geparda, lava i puma, medu kojima i populaciju lavova iz Ngorongoro kratera. Ta populacija je
doZivjela usko grlo te se procjenjuje da je 1962. godine spala na 10 do 15 jedinki, no tijekom 1970-
ih se oporavila. Dokazano je da muZjaci pate od slabije kvalitete sperme, nastale kao posljedica
parenja u srodstvu (PACKER 1 sur., 1991). Populacija danas oc€ituje uocenu heterozigotnost od 0,48
s prosjecnim brojem alela po lokusu 2,86 (DRISCOLL i sur., 2002.).

Iz ovog prikaza uocljivo je da se kod macaka, koje imaju slicnu demografsku sliku i povijest
kao ris u Hrvatskoj te sli¢ne vrijednosti genske raznolikosti, oituju negativne posljedice parenja u
srodstvu.  Posljedice se prvenstveno ocituju kao pad sposobnosti razmnozavanja te pojavom
nepozeljnih promjena morfoloskih obiljezja.

Zbog ogranicenog opsega istrazivanja risa u Hrvatskoj 1 niske brojnosti populacije izuzetno
rijetko imamo moguénosti pregleda Zivih ili mrtvih Zivotinja. U Hrvatskoj jo§ nemamo znanstvenu

potvrdu negativnog utjecaja parenja u srodstvu na sposobnost prezivljavanja u vidu dokazanih
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morfoloskih promjena (kao Sto su hipoplazija testisa, deformacije kostiju ili promjene na sr¢anim
zaliscima). No pregledom podataka za vrste kod kojih je to dokazano uocavamo sli¢nosti u
vrijednostima genske raznolikosti te sli¢nosti u demografskoj slici. Stoga sukladno iskustvu s
Floridskom panterom i ostalim vrstama smatram da je ocita potreba za unoSenjem novih jedinki na

podrucje rasprostranjenosti risa u Hrvatskoj.

113



6. Zakljuéci
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1. Kontrolna regija mitohondrijske DNA svih analiziranih uzoraka dinarske (Hrvatska, Slovenija,
Bosna i Hercegovina) i karpatske populacije (Slovacka) pripadaju istom haplotipu koji je
identi¢an haplotipu euroazijskih risova iz baltickih zemalja, Karpata te iz reintroducirane
Svicarske populacije. Takav rezultat je logi¢an budu¢i su populacije u Dinaridima i Alpama

nastale reintrodukcijom malog broja Zivotinja iz Karpatske populacije.

2. Kod 60 uzorka euroazijskog risa iz Hrvatske na 20 mikrosatelitskih lokusa utvrdena je prisutnost
ukupno 62 alela, a srednji broj alela po lokusu je iznosio 3,1. Alelno bogatsvo risa iz Hrvatske
iznosi 3,049 te efektivan broj alela iznosi 2,113. Uocena heterozigotnost (genska raznolikost)
risa iz Hrvatske iznosi 0,435 a ocekivana heterozigotnost 0,490. Znacajno odstupanje od

Hardy-Weinbergove ravnoteze medu hrvatskim uzorcima pronadeno je na tri lokusa.

3. Srednja vrijednost koeficijenta krizanja u srodstvu za uzorke iz Hrvatske iznosi 0,093 (vrijednost

0,0625 ukazuje da su roditelji jedinke rodaci u prvom koljenu).

4. Pri usporedbi uzoraka iz Hrvatske prikupljenih do 2000. i nakon 2000. godine ocituje se dodatni
gubitak genske raznolikosti u posljednjih deset godina. Svi lokusi na uzorcima prikupljenim do
2000. godine su polimorfni, dok se nakon 2000. dva lokusa (Fca723 i Fca001) javljaju kao
monomorfni. Prosjean broj alela do 2000. iznosi 3,05 dok nakon 2000. godine prosjecan broj
alela po lokusa pada na 2,6. Znacajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze u medu
uzorcima do 2000. godine pronadeno je na dva lokusa (Fca742 i Fca567), a nakon 2000., osim
dva monomorfna lokusa ukupno 3 lokusa znacajno odstupaju od Hardy-Weinbergove
ravnoteze. Efektivan broj alela do 2000. godine je iznosio 2,104 a nakon 2000. godine 1,939.
Alelno bogatstvo za hrvatske uzorke prikupljene do 2000. godine je iznosilo 2,964 dok je za
uzorke nakon 2000. iznosilo 2,572. Dobiveni podatci su orijentacijskog karaktera bududi je
analiziran mali broj uzoraka prikupljenih nakon 2000. godine te ti uzorci ne pokrivaju cijelo

podrucje rasprostranjenosti risa u Hrvatskoj.

5. Unutar populacije risa u Hrvatskoj nije doslo do podjele na subpopulacije tj. fragmetacija stanista

1 ostale barijere kretanju risova nisu dovele do odvajanja populacije u grupe.
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6. Populacija risa iz Hrvatske ima najnizZe vrijednosti parametara genske raznolikosti od svih do sada
istrazenih populacija risa, te znatno nize vrijednosti u usporedbi s autohtonom populacijom iz

Karpata odakle potjece.

7. U Hrvatskoj jo§ nemamo znanstvenu potvrdu negativnog utjecaja parenja u srodstvu na
sposobnost prezivljavanja u vidu dokazanih morfoloskih promjena (kao Sto su hipoplazija
testisa, deformacije kostiju ili promjene na sr¢anim zaliscima), no pregledom podataka za vrste
macaka kod kojih je to dokazano uocavamo sli¢nosti u vrijednostima genske raznolikosti te

sli¢nosti u demografskoj slici.

8. Posljedice uskog grla i parenja u srodstvu kod risa u Hrvatskoj o€ituju se znatnim gubitkom
genske raznolikosti, te se zbog izoliranosti od ostalih populacija reintrodukcija novih jedinki
predlaze kao jedino moguce rjeSenje za obnovu genske raznolikosti i osiguranje opstanka

populacije u Dinaridima.

9. Buduc¢i je populacija risa u Dinaridima nastala reintrodukcijom jedinki iz Slovacke smatramo da
je populacija risa u Karpatima najbolji izvor jedinki za ponovnu reintrodukciju. Populacija u
Karpatima zadrzala je visoke vrijednosti genske raznolikosti, no jo§ uvijek s dinarskom

populacijom dijeli dio zajednickih alela.

10. Naseljavanje bi trebalo provesti u suradnji sa Slovenijom te Bosnom i Hercegovinom, zemljama

s kojima dijelimo Dinarsku populaciju risa.
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Disertacija

Genska raznolikost populacije risa (Lynx lynx) iz Hrvatske

Magda Sindic¢i¢ dr. med. vet.

Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, Heinzelova 55, 10000 Zagreb, Hrvatska

Euroazijski ris (Lynx lynx) jedan je od najugrozenijih sisavaca Hrvatske, strogo je zastiena vrsta a
brojnost se procjenjuje na 40 do 60 jedinki. Nakon izumiranja pocetkom 20. stolje¢a, populacija je
ponovno uspostavljena reintrodukcijom iz Slovacke. Uz krivolov, fragmentaciju stanista i
nedostatak plijena, kao jedan od najvaznijih uzroka pada brojnosti u posljednjih 10 godina smatra se
gubitak genske raznolikosti, nastao kao posljedica parenja u srodstvu. Cilj ovog istrazivanja bilo je
utvrditi da li su osnivacki u¢inak (razvoj populacije iz Sest naseljenih jedinki) i parenje u srodstvu
doveli do gubitka genske raznolikosti u tolikoj mjeri da to ugrozava opstanak populacije. Utvrdeno
je da kontrolna regija mitohondrijske DNA svih analiziranih uzoraka dinarske (Hrvatska, Slovenija,
Bosna i Hercegovina) i karpatske populacije (Slovacka) pripadaju istom haplotipu koji je identi¢an
haplotipu euroazijskih risova iz baltickih zemalja, Karpata te iz reintroducirane Svicarske populacije.
Kod 60 uzorka euroazijskog risa iz Hrvatske na 20 mikrosatelitskih lokusa utvrdena je prisutnost
ukupno 62 alela, a srednji broj alela po lokusu je iznosio 3,1. Alelno bogatsvo risa iz Hrvatske iznosi
3,049 te efektivan broj alela iznosi 2,113. Uocena heterozigotnost (genska raznolikost) iznosi 0,435
a ocekivana heterozigotnost 0,490. Znacajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze
pronadeno je na tri lokusa. Unutar populacije risa u Hrvatskoj nije doslo do podjele na subpopulacije
1 potvrdena je prisutnost uskog grla. Populacija risa iz Hrvatske ima najniZe vrijednosti parametara
genske raznolikosti od svih do sada istrazenih populacija risa, te znatno nize vrijednosti u usporedbi

s autohtonom populacijom iz Karpata odakle potjece.
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Dissertation

Genetic diversity of Eurasian lynx (Lynx lynx) from Croatia

Magda Sindi¢i¢ DVM

Faculty of Veterinary Medicine University of Zagreb, Heinzelova 55, 10000 Zagreb,

Croatia

Eurasian lynx (Lynx lynx) is one of the most endangered Croatian mammals, population estimated at
40 — 60 animals is strictly protected. After extinction at the beginning of the 20™ century population
has been established by the reintroduction from Slovakia. Besides poaching, habitat fragmentation
and lack of prey, loss of genetic diversity dute to inbreeding is thought to be one of the main causes
of the population decline in the past 10 years. The goal of this reserch was to establish if founder
effect (population development from six reintroduced animals) and inbreeding have caused such a
severe loss of genetic diversity that it threatens the population survival. It has been confirmed that
all analyzed samples from Dinaric (Croatia, Slovenia, Bosnia and Herzegovina) and Carpathian
population have the same mtDNA control region haplotype, identical to the one from the Baltic
states, Carpathian and reintroduced Swiss population. Totally 60 Eurasian lynx samples from
Croatia had 62 alleles on 20 microsatellites, with average allele number 3,1. Allelic richness was
3,049 and effective allele number was 2,113. Observed and expected heterozigosity were 0,435 and
0,490. Significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was found on three loci.
Subpopulations have not been identified among Croatian samples, and bottleneck has been
confirmed. Croatian lynx population has the lowest genetic diversity out of all researched lynx

populations, and significantly lower than autochtonous Carpathian population.
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